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Introduction

Les polysaccharides sont des macromolécules biologiques largement répondues
dans la nature. Ils peuvent é&tre extraits des micro-organismes (Xxanthane,
scléroglucane,...), des algues (alginate, carraghénane,...), des crustacés (chitine), des
mammiféres (héparine, chondroitine sulfate,...) et des végétaux supérieurs (JOSEPH
et al., 2013). lls sont constitués de chaines de monosaccharides avec une diversité
structurale énorme, concerne I’isomérie, ’ordre et le nombre de monosaccharides
reliés dans la macromolécule, I'anomérie en carbone 1 (o0 ou PB) de chaque
monosaccharide, la configuration absolue des monosaccharides (D ou L), le type de
liaisons glycosidiques a des chaines ramifiées ou non ramifiees, ainsi les groupes
fonctionnels adaptés aux différents réles biologiques (COURTOIS, 2009).

Durant les deux derniéres décennies, les chercheurs ont réévalué I’importance
des glucides et, envisagent pour eux de nombreuses applications notamment dans le
secteur biomédical, en raison de leur large spectre de propriétés thérapeutiques, de leur
abondance, de leurs sources renouvelables, non-toxiques et biodégradables (RENAUD
et al., 2005). C’est le cas des polysaccharides déja trés largement utilisés comme
matiére premiere dans les industries papetiére et agroalimentaire. Extraits
majoritairement des vegétaux, ces polymeres hydrosolubles établissent des interactions
spécifiques avec 1’eau et peuvent épaissir, stabiliser ou gélifier une solution, méme a
faible concentration (MIRHOSSEINI et AMID, 2012). L’intérét des polysaccharides
ne se limite pas a leurs propriétés rhéologiques: le role biologique de certains d’entre
eux les désigne comme des molécules a activités immunomodulatrice ou prébiotique
(ZHANG et al., 2013b). Les plantes médicinales reprennent alors toute leur valeur
bien qu’elles soient exploitées depuis fort longtemps. Reposant souvent sur une
approche empirique, les propriétés biologiques des plantes et des substances naturelles
qu’elles renferment, font actuellement 1’objet de nombreux travaux. Il semble en effet
que les pharmacopées traditionnelles soient revisitées de facon plus systématique
ouvrant par la méme la voie au développement de champs disciplinaires nouveaux.
C’est le cas pour I’éthnopharmacologie et les phytomodulateurs. Les vertus
stimulantes et immunomodulatrices des phytopolysaccharides sont déja utilisées de
facon empirique par la pharmacopée traditionnelle (BRUDIEUX, 2007). L’analyse de
la littérature met en lumiére des polysaccharides hydrosolubles extraits de plantes
médicinales comme des composés multifonctionnels (DETERS et al., 2005), avec
plusieurs activités pharmacologiques; antitumorales (LIU et al., 2007), antioxydantes
(YE et al, 2011), anti-virales (TALARICO et al., 2005), anticoagulantes
(ATHUKORALA et al., 2006), anti-complements (XU et al., 2007), anti-
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Introduction

inflammatoires (WU et al., 2007), anti-ulcéreuses (YE et al., 2003), hypoglycémiantes
(TONG et al., 2008), etc.

En effet, le mécanisme de base des effets immunostimulants, antitumoraux,
bactéricides et autres effets thérapeutiques des polysaccharides végétaux, semble avoir
lieu par l'intermédiaire de la stimulation de macrophage et de la modulation du
systéeme de complément (SCHEPETKIN et QUINN, 2006).

Ainsi, le traitement actuel des troubles inflammatoires dans la médecine
occidentale, implique l'utilisation extensive des médicaments non stéroidiens anti-
inflammatoires et les corticostéroides, qui ont des effets secondaires aux doses élevées
et en cas d'utilisation prolongée. Ces deux groupes de drogues pharmaceutiques ne
sont pas idéaux pour le traitement de I'inflammation (WANG et al., 2013). De nos
jours, une plus grande attention est concentrée sur la recherche des plantes médicinales
et leur efficacité anti-inflammatoire, qui résulte de leurs caractéristiques multi-
composantes et ses capacités a affecter plusieurs cibles et différentes voies de
signalisation et d’atténuation de 1’inflammation (DRAYTON et al., 2006).

L'une des alternatives récentes les plus prometteuses au traitement antibiotique
classique, est l'utilisation des immunomodulateurs pour améliorer les réponses de
défense de I'n6te (TZIANABOS, 2000). Plusieurs types d'immunomodulateurs, ont été
identifiés, y compris des protéines de mammiferes tels que I'interféron gamma (IFN-vy),
le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et le facteur de stimulation des
colonies granulocyte-macrophage (GM-CSF), ainsi que les substances isolées et
purifiées a partir de micro-organismes. Les polysaccharides isolés a partir de sources
botaniques (champignons, algues, lichens et plantes supérieures), ont également
suscité beaucoup d'attention dans le domaine biomédical en raison de leur implication
dans I’induction non spécifique du systéme immunitaire (WASSER, 2002). Bien que
la compréhension du mécanisme d'action de ces substances, est encore en
développement. Le mécanisme de base de I'immunostimulant, de I’anti-tumoral, de la
bactéricide et d'autres effets thérapeutiques des polysaccharides végétaux, est supposé
se produire par l'intermédiaire de la stimulation des macrophages et de la modulation
du systéeme du complément. Par conséquent, la modulation de I'immunité innée a un
impact important sur la capacité de I'hdte a répondre rapidement et puissamment a un
large éventail d'agents pathogénes (SCHEPETKIN et QUINN, 2006).
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Le systeme immunitaire remplit une série de fonctions antimicrobiennes
complexes, y compris la surveillance, le chimiotactisme, la phagocytose et la
destruction des organismes visées. En effet, I'éventail de micro-organismes maintenus
dans le contrble par des phagocytes, inclut les myceétes, les bactéries et les cellules
infectées (BEUTLER, 2004). L'apparition de nouveaux microbes pathogenes, est un
probléme grave, et des médecins doivent étre disposés a diagnostiquer et soigner
rapidement ces patients (GRUCHALLA et JONES, 2003). L'évidence récente suggére
que le développement des stratégies préventives pour résister a la maladie pourrait
certainement étre une stratégie a long terme plus décisive et probablement plus
efficace de soins de santé (HACKETT, 2003). Le développement de la thérapeutique
originale, qui pourrait augmenter non spécifiguement l'immuno-réaction innee,
représente une stratégie idéale pour aborder des soucis mondiaux courants de la fagon
de combattre les agents infectieux classiques et naissants. Des composés
immunomodulateurs végétaux, ont été également employés dans les remédes
traditionnels pour différents problémes médicaux et la recherche sur leurs sources, s'est
développée exponentiellement ces derniéres années.

L'effet antitumoral des polysaccharides a été reconnu par NAUTS et al. en
1946, en constatant que certains polysaccharides pourraient induire une rémission
complete chez les patients atteints de cancer (ZHANG et al., 2007a). De nombreuses
études ont suggéré que les polysaccharides peuvent inhiber la croissance tumorale a
travers des mécanismes telles la prévention de la tumorigenese par la consommation
orale de préparations actives; une activité antitumoral directe par induction de
I'apoptose des cellules tumorales; I’activité immunopotentialisante en combinaison
avec la chimiothérapie; et I'inhibition d'une métastase tumorale. L'activité antitumoral
de fructane de type graminane isolé des racines d’Achyranthes bidentata, est médiée
par l'induction de l'arrét du cycle cellulaire (JIN et al., 2007). L’effet anticancéreux et
anti-métastatique d’Angelan, polysaccharide pectique purifié des racines d’Angelica
gigas Nakai, est médié par la stimulation de l'immunité de I'h6te et inhibent
directement l'adhérence des cellules cancéreuses. Des polysaccharides isolés des
racines d’Astragalus membranaceus ont montre un effet antiprolifératif sur les cellules
cancéreuses, en régulant l'expression des genes Ps3 et PTEN. En outre, les
polysaccharides d’Astragalus membranaceus ont montré une grande efficacite dans le
traitement de la leucémie. Ils induits efficacement la différenciation d’érythroide en
modulant les genes LMO;, KLFi, Kif;, Runxi, EphBs et SP;, et augmentent
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I’expression de I' ARNm des y globines et la synthése de I'hémoglobine feetale dans les
cellules Kse2 (ZONG et al., 2012).

Les fractions polysaccharidiques des extraits aqueux des feuilles entiéres d'Aloe
arborescens, sont avérées antidiabétiques. Elles peuvent abaisser la glycémie chez les
souris normales et chez les souris diabétiques induites par 1’alloxane (CHANG et al.,
2011). Des études in vitro et in vivo sur [activit¢ antidiabétique d’un
hétéropolysaccharide acide extrait des fruits de Lycium barbarum (Solanaceae), ont
entrainé des effets hypoglycémiants significatifs par augmentation du métabolisme de
glucose et la sécrétion croissante d'insuline et en favorisant la prolifération
pancréatique de cellules B (ZHU et al., 2013). HU et al. (2013b) ont purifié un
polysaccharide original des graines de Plantago asiatica. Ils ont testé in vitro ses
activités sur le fonctionnement intestinal, qui ont prouvé qu’il a une influence notable
sur le ralentissement de diffusion de glucose et méme empécher I’enzyme o amylase.
Ceux-ci pourraient aider a prolonger la réponse du glucose dans le sang et augmenter
le control de la glycémie post prandial.

Des polysaccharides extraits des feuilles et de tégument des graines des especes
végétales tels que Plantago afra, Plantago psyllium, Plantago ovata forsk (I'isabgul),
Plantago indica et Plantago major, possedent des effets laxatifs. Ils sont utilisés aussi
comme lubrifiants (SAMUELSEN, 2000; XU et al., 2004). De méme, un
polysaccharide de type héteroxylane hautement ramifié, a été isolé des graines de
Plantago asiatica. Il pourrait induire la maturation des cellules dendritiques de
murines, et avoir une activité antioxydante in vitro et favoriser la défécation (HU et
al., 2013a).

Les hétéropolysaccharides d’Astragalus mongholicus, ont un pouvoir
antioxydant et augmentent les activités antioxydantes des enzymes dans les reins de
souris. Elles améliorent la fonction urinaire de la vessie (ZHANG et al., 2011). Les
graines de Plantago asiatica sont I'une des matieres médicales traditionnelles les plus
populaires utilisées en Chine et dans d'autres pays asiatiques. Les résultats de I'activité
de balayage des radicaux libres ont prouvé que leurs polysaccharides ont une activité
antioxydante significative (YE et al., 2011).

Maytenus ilicifolia est I'une des plantes médicinales fréquemment utilisées au
Brésil. Ces feuilles sont utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement efficace
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des ulcéres d'estomac. CIPRIANI et al. (2009) ont montré un effet protecteur anti-
ulcére d’un galacturonnane extrait des feuilles, qui avait inhibé significativement les
Iésions gastriques induit par I'éthanol chez le rat. Il a été suggéré que ce polysaccharide
peut donc jouer un réle important dans I'effet anti-ulcére de Maytenus ilicifolia.

Les effets anti-compléments des polysaccharides issus de plantes médicinales
recoivent une attention répandue. Il faut noter les études de ZHAO et al. (1994) sur les
polysaccharides neutres des feuilles d’Artemisia princeps, MICHAELSEN et al.
(2000) sur les polysaccharides des graines de Plantago major et XU et al. (2007) sur
les polysaccharides des racines de Bupleurum smithii.

Des pectines ayant une activité anti-complément ont été isolées a partir de
plusieurs plantes telles que les racines de Glycyrrhiza uralensis (ZHAO et al., 1991),
Bupleurum falcatum (YAMADA et al.,, 1989) et Angelica acutiloba Kitagawa
(KIYOHARA et al.,1988) qui sont des especes végétales utilisées dans la médecine
traditionnelle chinoise et japonaise. Une activité anti-complément appréciable est
notée par YAMADA et al. (1986), dans un polysaccharide isolé des graines de
Plantago asiatica. C’est un polysaccharide acide de type p-D-Xxylopyranan
partiellement O-acétylé, avec des ramifications composées de d’acide a-D-
glucopyranosyluronique. Tanacetum vulgare L. (Asteraceae), plante médicinale
largement répondue en Europe et en Asie, est utilisée traditionnellement pour le
traitement du rhumatisme, des ulceres et des troubles digestifs. XIE et al. (2007) ont
isolés a partir des fleurs de Tanacetum vulgare des hétéropolysaccharides acides a
activité anti-complément. L'écorce de l'arbre Cola cordifolia (Sterculiaceae) est
utilisée en médecine traditionnelle malienne comme un remede pour la cicatrisation
des blessures, analgésique, et antidiarrhéique. Il contient des polysaccharides ayant des
activités anti-complément inhabituelles (AUSTARHEIM et al., 2012).

La naissance du concept prébiotique, vers la fin des années 1990, a poussé les
scientifiques a s'intéresser aux propriétés medicinales des composés prébiotiques (HU
et al., 2013a). Un grand nombre de vertus, est attribué aux prébiotiques, dont son role
stimulateur de la flore intestinale (GENESTIE, 2006). Leur présence dans le cdlon
accroit la masse bactérienne fécale. Cela entraine une meilleure consistance des selles.
Les sujets aux constipations voient augmenter leur fréquence d’expulsion. Il a
également été démontré qu’ils stimulaient la prolifération de certaines bactéries

lactiques. Les prébiotiques augmentent 1’absorption des minéraux, dont le magnésium
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et le calcium, une fois que ces derniers arrivent au niveau du célon. lls réduisent les
pertes provoquées par les tissus osseux. De récentes recherches d’ordre
épidémiologique ont également assuré que les prébiotiques intervenaient dans le bon
fonctionnement du systeme immunitaire et détiennent une action protectrice contre le
cancer du c6lon. En plus, la consommation de prébiotiques, améliore nettement les
lipides sanguins. D’autres effets possibles, sont en cours de tests scientifiques. Il s’agit
de leur action sur la prophylaxie, les infections gastro-intestinales, la diminution du
taux de cholestérol présent dans le sang ainsi que 1’apparition du diabéte (SAAD et al.,
2013).

Seulement peu d'oligosaccharides sont naturellement produits, ainsi des
stratégies ont été développées pour les obtenir, par la dépolymérisation des
polysaccharides ou par la synthése. Le premier processus est considéré en tant que plus
concurrentiel parce gqu'une large variété d'oligomeéres peut étre obtenue a partir d'un
polymere, alors que la synthése est longue et chére, et seulement de petites oligoméres
peuvent étre produites (CHEN et al., 2013).

Toutefois, aucune étude sur les polysaccharides et leurs effets anti-
inflammatoires, ne porte sur des plantes spontanées a caractere médicinal, utilisées par
les populations autochtones de la région de Ghardaia, située au Sahara septentrional
Est algérien. Le présent travail recherche des polysaccharides hydrosolubles de
quelques plantes spontanées réputées dans cette zone saharienne, par leurs effets
officinaux. L’étude porte sur la composition chimique, I’identification structurale, et
les effets biologiques de ses polysaccharides. L’activité anti-complément des
polymeéres et 1’activité prébiotique des hydrolysats qui pourraient se substituer aux
oligosaccharides déja utilisés, font I’objet de ce travail de thése en vue de leurs
éventuelles applications.

Le document est structuré en deux chapitres. Le premier chapitre est consacré a
la méthodologie de travail. Il est décrit le choix et la description botanique des espéeces
végetales a étudier, 1’étude des polysaccharides hydrosolubles comprenant I’extraction,
la détermination de la composition chimique, 1’optimisation des conditions
d’hydrolyse et enfin D’analyse qualitative et quantitative des monosaccharides
constitutifs de polysaccharides. L’optimisation des conditions d’hydrolyse, est
effectuée par chromatographie sur couche mince (CCM). Les monosaccharides libérés,
sont analyseés aussi bien par chromatographie échangeuse d'anions haute performance a
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détection ampérométrique pulsée (HPAEC- PAD) que par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a ionisation electronique (GC/MS-EI).
Puis, est évaluée in vitro I’activite anti-complément des polysaccharides, en
déterminant la plus faible concentration capable d’inhiber 50% de 1’hémolyse (Clso).
De méme, les effets prébiotiques des différents hydrolysats de polysaccharides, sont
testes.

Le deuxiéme chapitre regroupe les résultats et la discussion. Il porte sur la
caractérisation physico-chimique des différentes parties des plantes étudiées.
L’analyse des polysaccharides, et les différentes conditions de dépolymérisation mis
en ceuvre pour I’obtention des monosaccharides et des oligosaccharides d’intérét
biologique potentiel sont discutées. Il est rapporté les résultats de 1’étude biologique in
vitro a savoir l'activité anti-complément.

Une conclusion et des perspectives qui sont un ensemble de réflexions,
achevent ce travail.



Chapitre I
Méthodologie de travail



Chapitre 1.- Méthodologie de travail

Dans le présent chapitre, il est traité le principe adopté, le matériel utilisé, 1’étude de
la composition chimique et biochimique de la matiére végétale, la caractérisation des
polysaccharides isolés et leurs activités biologiques. Chacune des parties, est structurée selon
les objectifs recherchés dans ce travail.

I.1.- Principe d’étude

Les polysaccharides sont des bio-macromolécules largement répandues dans les
plantes, les microorganismes (champignons et bactéries), les algues et les animaux (YANG
et ZHANG, 2009; SHAPIRO, 2013). Ils jouent un réle important dans la communication
cellulaire, la reconnaissance d'adhésion cellulaire et moléculaire.

Les polysaccharides végétaux attirent de plus en plus l'attention, car ils ont diverses
activités biologiques. lls présentent des activités anti-tumorales (LIU et al., 2007), anti-
oxydantes (YE et al., 2011), antivirales (TALARICO et al., 2005), anticoagulantes
(ATHUKORALA et al., 2006), anti-complément (XU et al., 2007), anti-inflammatoires
(WU et al., 2007), antiulcéreuses (YE et al., 2003), hypoglycémiantes (TONG et al., 2008),
etc. Ils sont considérés comme des macromolécules importantes pour leurs effets officinaux
observes dans différents types de maladies traitées par les herbes utilisées en médecine
traditionnelle a travers le monde. Pour MARLES et FARNSWORTH (1995), ils pourraient
jouer un réle dans la cicatrisation des plaies interne ou externe, et contre les inflammations.
WARRAND (2004) rapporte que le lin (Linum usitatissimum), est utilisé dans le cas de la
constipation ou des troubles fonctionnels du colon. DETERS et al. (2010), notent les actions
émolliente et calmante (anti-inflammatoire) d'Althaea rosea, et I’activité hypoglycémique
d'Hibiscus moscheutos. Il est apparait que les polysaccharides de différentes plantes
médicinales peuvent présenter des activités biologiques d'importance exceptionnelle pour
I'numanité dans le futur (GURIB-FAKIM, 2006).

Le présent travail recherche a caractériser les polysaccharides de quelques plantes
spontanées a caractére medicinal récoltées dans la région de Ghardaia (Sahara septentrional
Est algérien). Il vise les propriétés biologiques dont les activités anti-complément et pré-
biotique, des polysaccharides issus d’especes végétales spontanées du Sahara algérien.
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|.2.- Matériel d’étude
Le matériel d’étude regroupe les produits, I’appareillage et le matériel biologique.
1.2.1.- Produits et appareillage utilisés

Les solvants et les réactifs utilisés sont indiqués dans le tableau 1. L’origine et le type
d’appareils sont présentés dans le tableau 2. Les solutions tampons utilisées dans le test de
fixation de complément, sont le tampon véronal de gélatine (YAMADA et al., 1986;
DIALLO et al., 2001; XIE et al., 2007 ; XU et al., 2007 ; WANG et al., 2008), le tampon
saline au barbital (XI et al., 2012) et le tampon phosphate saline. Le role, la composition et
la méthode de préparation des solutions utilisées dans la préparation des tampons, sont
indiquées dans le tableau 3.

1.2.2.- Matériel biologique

Le matériel biologique regroupe les plantes spontanées, du sang humain, des
anticorps (Anti-A et Anti-B) et des souches bactériennes.

Les espéces vegétales sont récoltées au Sahara Septentrional Est algérien. Elles sont
utilisées en médicine traditionnelle dans la région de Ghardara.

Le sang humain est prélevé a partir de volontaires sains de sexe masculin, &gé de 20 a
50 ans selon X1 et al. 2012, le jour méme de son utilisation au laboratoire IBN ROCHD de
Ghardaia (Algérie). L’absence d’antigéne HBs, d’anticorps anti-VIH et d’anticorps anti-
VHC, est aussi vérifiée. Le groupage sanguin de chacun des individus, est confirmé.

La source des anticorps Anti-A et Anti-B, sont les réactifs de groupage sanguin

SPINREACT (SPAIN). Les anticorps utilisés dans la sensibilisation des hématies humaines
A", B* sont de type IlgM monoclonaux.
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Chapitre 1.- Méthodologie de travail

L'activite prébiotique, est testée sur Lactobacillus casei (Orla-Jensen) Hansen and
Lessel ATCC® 334™, souche probiotique du commerce, sous forme lyophilisée et maintenu
a -80°C pour un stockage de longue durée.

1.2.2.1.- Choix des plantes

Dans les zones tropicales et subtropicales, il existe des plantes succulentes et non-
succulentes qui abritent des mucilages dans leurs tissus, a la surface de leurs graines ou dans
leurs téguments. Ces mucilages peuvent avoir diverses utilisations pratiques. Ils sont utilisés
comme agent thérapeutigue en médecine traditionnelle ou en médecine conventionnelle. Ils
ont tous en commun soit un effet bénéfique sur les brdlures, les plaies, les ulceres, les
inflammations internes et externes, les irritations, la diarrhée et la dysenterie, etc.
(KATAYAMA et al., 2008).

Le Sahara septentrional Est algérien possede une végétation diffuse et clairsemée.
L’¢tat de la flore spontanée dans cette zone ainsi que les relations entre 1’homme et les
especes végetales, méritent une attention particuliére. Certaines especes possedent des
propriétés pharmacologiques qui leur conferent un intérét médicinal. Les remédes naturels et
surtout les plantes médicinales ont ét¢ pendant longtemps le principal, voir I’'unique recours
de la tradition orale pour soigner les pathologies, en méme temps que la matiere premiére
pour la médecine moderne (OULD EL HADJ et al., 2003). GRAYER et al. (1999), notent
que les plantes appartenant aux mémes familles ou a des familles voisines et/ou qui poussent
dans les mémes biotopes, sont susceptibles de synthétiser les mémes groupes de molécules
chimiques.

Le choix de telle ou telle partie a traiter de la plante dépend de I’espéce de la plante
utilisée et parfois de 1’effet escompté. Généralement, les polysaccharides des plantes sont
concentrés dans des parties spécifiques, dans les graines, et dans les organes souterrains. Le
choix de la plante, est basé sur des données ethnopharmacologiques indiquant, son
utilisation contre certaines maladies inflammatoires. A la recherche de nouvelles
polysaccharides et leurs activités biologiques, quatre especes végétales spontanées a
caractére médicinal du Sahara septentrional Est algérien, sont retenues. Il s’agit de deux
especes de la famille des Lilliaceae a savoir Asphodelus tenuifolius (Cavan.) et Urginea
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noctiflora (Batt et Trab.), une espéce de la famille des Fabaceae (Astragalus armatus Lam.)
et une espéce de la famille des Plantaginaceae (Plantago notata Lagasca).

La famille des Lilliaceae est 'une des plus grandes familles des angiospermesen
nombre d’espéces végétales. Les espéces de cette famille botanique représentent 4,6% des
plantes médicinales. Le choix des especes appartenant aux Lilliaceae, se justifie car la paroi
des bulbes et les graines des espéces de cette famille, sont constituées de polysaccharides
acides, de protéines, de lipides insaturés et de composés phénoliques (CLEMENT et
AUDRAN, 1993). De méme, les études chimiotaxonomiques de la famille montrent leur
richesse en alcaloides comme galanthamine, jervine et colchicine. La colchicine a une
utilisation répandue dans la médecine et dans la biologie moléculaire (LARSSON, 2007).
Les Lilliaceae sont caractérisés par des anthocyanines avec les groupements aromatiques et
aliphatiques d'acyle et des anthraquinones qui sont des quinones spécifiques a cette famille
botanique (HARBORNE et WILLIAMS, 1994).

Un nombre considérable des plantes de la famille des Fabaceae forment des sources
appréciables de mucilage. A titre d’exemple, est utilisée comme adoucissants dans la
pratique médicale, la gomme adragante (tragacanthe ou gomme de dragon) qui est un
exsudat obtenu a partir de la seve mucilagineuse séchée d'une vingtaine d'especes de plantes
du genre Astragalus (MORTON, 1990).

Les especes de la famille des Plantaginaceae, sont utilisées en médecine traditionnelle
a travers le monde (SAMUELSEN, 2000). Certains ont été largement étudiées, comme
Plantago afra, Plantago psyllium, Plantago ovata (isabgul), Plantago indica et Plantago
major. Les polysaccharides de quelques especes de la famille des Plantaginaceae attirent de
plus en plus l'attention en raison de leurs effets anti-spasmodiques (FLEER et VERSPOHL,
2007), anti-complémentaires (SAMUELSEN et al., 1999b), hypoglycémiants (HANNAN
et al., 2006), antioxydants (YE et al., 2011) ou stimulant de I’activité¢ de I'oxyde nitrique;
facteur de nécrose tumorale (HU et al., 2013b).

1.2.2.1.1.-Asphodelus tenuifolius

Asphodelus tenuifolius est communément appele en Algérie « Tazia » (OULD EL HADJ et
al., 2003). C’est une plante annuelle herbacée monocotylédone de 10 a 30 cm. Elle est non
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visqueuse. Les feuilles sont cylindriques, creuses, de couleur vert vif, prenant naissance a la
base, avec les hampes courtes. Les fleurs sont blanches a pédoncule non recourbé aprés la
floraison. Les graines plissées sont a trois angles (OZENDA, 2004) (photo 1). La plante est
utilisée en tisane, en poudre, ou en pommade pour les traitements des fievres, des
indigestions, des constipations et des lesions cutanées (HAMMICHE et MAIZA, 2006).

1.2.2.1.1.1.- Position systématique

Embranchement . Spermaphyte

Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Monocotylédones

Ordre. . Asparagales

Famille . Lilliaceae

Genre : Asphodelus

Espéce : Asphodelus tenuifolius (Cavan.) (OZENDA, 2004)

1.2.2.1.1.2.- Répartition géographique

Asphodelus tenuifolius est une espéce assez commune dans tout le Sahara (OZENDA,
2004).Cette plante est originaire d'Afrique du Nord, du Sud OQuest de I'Europe, de la
péninsule arabique, de I'Asie du Sud, du Pakistan et de I'Inde (FREIJE et al., 2013).

1.2.2.1.1.3.- Etudes ethnopharmacologiques et phytochimiques

La poudre issue des graines d’Asphodelus tenuifolius s’utilise par les populations de
Thari (Nara Desert, Pakistan) contre les hémorroides (QURESHI et BHATTI, 2008). A.
tenuifolius, utilisé dans la médecine traditionnelle du Soudan comme diurétique. L’extrait
chloroformique et méthanolique de la partie aérienne d’A. tenuifolius, ont une large activité
antimicrobienne contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Pseudomonas aeruginosa (ELEGAMI et al., 2001).

Asphodelus tenuifolius est une plante spontanée tres utilisé dans la medecine
traditionnelle par la population de la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est algérien)
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Chapitre 1.- Méthodologie de travail

La population autochtone du désert de Cholistan au Pakistan utilise 1’Asphodelus
tenuifolius pour la prévention des problémes d’athérosclérose et comme diurétique. Ses
constituants chimiques comprennent anthraquinones, des flavonoides, des stéroides et
triterpénes. SAFDER et al., (2012) ont isolé deux nouveaux triterpene glycosidiques,
Asphorins A et B avec un nouveau isomére de coumarine, chromone, a partir de la sous
fraction d’acétate éthylique de 1’extrait méthanolique brute de la plante compléete. JABEEN
et al., (2009) signalent que Asphodelus tenuifolius est une plante médicinale a usage externe
pour traiter les ulcéeres et les inflammations. Les graines ont un effet diurétique. Le décocté
des feuilles est recommandé dans le calcul rénal tandis que le cataplasme des feuilles, est
appliqué sur les cedémes. Les graines ont un effet diurétique et sont appliquées par voie
externe contre les ulceres et les inflammations. La plante est réputée antihypertensive
(MAHMOOD et al., 2011).

1.2.2.1.2.- Urginea noctiflora

Urginea noctiflora est connu en Algérie sous le nom «Becis el far» (TRABUT,
1935). Drimia noctiflora (Batt. &Trab.), est signalé comme synonyme (photo 2). Elle porte
les noms de Tiouag, bessis elfar, ou encore bessis edib (TRABUT, 1935). Elle a des feuilles
étroites, un peu charnues, enroulées en tire-bouchon. La hampe florale est de 20 a 40 cm;
comporte 4 a 10 fleurs gris-rose, penchées qui s'ouvrent la nuit en recourbant leurs pétales en
arriere (OZENDA, 2004). C’est une plante bulbeuse a bulbe tuniquée; de 4 a 6cm de longue;
a tuniques blanchéatres et a racines sortant toutes de la base et charnues (QUEZEL et
SANTA, 1962).

1.2.2.1.2.1.- Position systématique

Embranchement : Spermaphyte
Sous embranchement : Angiosperme
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Classe : Monocotylédones

Ordre . Asparagales

Famille : Lilliaceae

Genre : Urginea

Espéce : Urginea noctiflora (Batt et Trab.) (OZENDA, 2004)

1.2.2.1.2.2.- Répartition géographique

Urginea noctiflora est une espéce endémique du Sahara septentrional. Sa distribution
est commune au Sahara septentrional, dans le Sud marocain et oranais, le Tademait et sur les
hamadas (OZENDA, 2004).

1.2.2.1.2.3.-Etudes ethnopharmacologiques et phytochimiques

En Turquie, les herboristes utilisent les bulbes d’Urginea maritime dans le traitement
des blessures, des hémorroides, des dermatites, des problémes cardiaques, de pneumonie,
des toux, des bronchites chroniques, d’asthme, de morsures abortives de vipéres, d’ictére, de
certaines tumeurs, comme aphrodisiaque, diurétique, et purgatif. Il contient 1 a 3% de
glycosides cardiaques, des anthocyanines, des acides gras, des flavonoides et des
polysaccharides (SHARAF et al., 2006).

En compresse ou en poudre, les bulbes d’U. noctiflora, sont préconisées pour le
traitement des plaies et des maux d’oreilles dans le Sahara septentrional Est algérien (OULD
EL HADJ et al., 2003).

1.2.2.1.3.-Astragalus armatus (Lam.)

Astragalus armatus est connu en Algérie sous le nom «EI guendoul» (TRABUT,
1935). C’est un arbrisseau de 80cm de hauteur, a épines blanchatres (photo 3). Les pétioles
sont durs et aigus (OZENDA, 2004). Les feuilles forment d'abord un bouquet serré puis elles
s'éloignent de la tige, en séchant les folioles tombent. Il ne reste plus qu'une longue épine.
Les fleurs sont blanches et nombreuses tout autour de la tige. Le calice est poilu et renflé.
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Il contient le fruit. Les gousses sont uniloculaires, demeurent enfermées dans le calice
fortement accrescent, a parois parcheminées, glabres réticulées (QUEZEL et SANTA,
1962).

1.2.2.1.3.1.- Position systématique

Embranchement : Spermaphyte

Sous embranchement : Angiosperme

Classe : Dicotylédones

Ordre - Rosales

Famille : Fabaceae

Genre . Astragalus

Espéce : Astragalus armatus (Lam.)(OZENDA, 2004)

1.2.2.1.3.2.- Répartition géographique

Astragalus armatus se présente en colonies dans la zone prédésertique du Sahara
septentrional (QUEZEL et SANTA, 1962). Dans les pays du bassin méditerranéen cing
cents especes, ont été décrites dont une cinquantaine en Afrique du Nord (RAYNAUD,
1982; JOHANDIEZ et MAIRE, 1932). Au Sahara algéro-marocain, une quinzaine d'especes
sont identifiées (OZENDA, 2004). La croissance des especes du genre Astragalus, se produit
de l'automne au printemps. Les feuilles demeurent vertes pendant I'hiver quand I'herbe est
peu disponible. Chez certaines espéces, les graines peuvent maintenir leur vitalité pendant
quarante ans (JAMES et al., 1981; NIELSON, 1978).

1.2.2.1.3.3.- Etudes ethnopharmacologiques et phytochimiques

Les espéces du genre Astragalus semble uniforme dans la composition chimique,
avec deux types de principes bioactifs, les polysaccharides et les saponines, et trois types
différents de composés toxiques, les alcaloides a noyau indolizidine, les dérivés nitrés et 3
glucosides de nitropropyl, et les composés de Sélénium. Des polysaccharides d’Astragalus
spp sont connus pour leurs propriétés anticancéreuses et immunomodulatrices. Les études
chimiques de POLAT et al.(2009), sur des saponines d'Astragalus sp, revelent la présence de
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cycloartane-type glycosides de triterpénoide ayant des activités anti-inflammatoires,
analgésiques, diurétiques, hypotendus et sedatifs.

Les espéces du genre Astragalus, sont importantes pour la production de gomme
adragante, un aliment tres connu et un émulsifiant pharmaceutique. Dans la médecine
traditionnelle turque, les extraits aqueux de quelques especes d'Astragalus, sont employes
pour traiter la leucémie aussi bien que pour la cicatrisation des blessures (CALIS et al.,
2008).

Treize polysaccharides isolés des parties aériennes d'Astragalus mongholics Bunge,
ont une activité immunomodulatrice contre les cellules immunocompétentes des plagques de
Peyer (KIYOHARA et al., 2010).

1.2.2.1.4.-Plantago notata Lagasca

Plantago notata est connu en Algérie sous le nom «Linim» (TRABUT, 1935;
QUEZEL ET SANTA, 1963). Aussi appelé plantain, nom commun appliqué a une serie
d'herbes omniprésentes du genre Plantago qui appartient a la famille des Plantaginaceae
(photo 4). Plante herbacée de petite taille, ne dépassant pas 15cm de long. Les feuilles sont
étroites, velues, trés allongées et étalées sur le sol. Les nervures principales sont paralléles, a
pétiole peu distinct. Les fleurs blanches, sont groupées en épis a 1’extrémité des hampes
dépourvues de feuilles. La bractée et les sépales a longs poils, donnent a 1’épi un aspect
laineux. Les sépales sont sous nervures (OZENDA, 2004). Or le plantain, comme le Rumex,
sont une des plantes qui signalent en paléobotanique 1’anthropisation d’une région. Le nom
Plantago lui-méme est issu du latin planta, la plante des pieds, que rappelle la forme de la
feuille. Le nom allemand «Wegerich» du vieil allemand weg + rih (= roi) signifie que la
plante «domine le chemin» (GHEDIRA et al., 2008).

1.2.2.1.4.1.- Position systématique

Embranchement : Spermaphyte
Sous embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones
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Ordre : Lamiales

Famille : Plantaginaceae

Genre : Plantago

Espéce : Plantago notata (Lagasca) (OZENDA, 2004)

1.2.2.1.4.2.- Répartition géographique

Plantago notata (Lagasca), moins répandu par rapport aux autres especes du méme
genre, elle se présente au Sahara septentrional (Biskra, M’Zab) (OZENDA, 2004). Elle est
aussi signalée en Espagne, en Afrique du Nord, au Sud-Est asiatique et en Iran. Plantago
notata est une espece de zone disjointe entre les zones orientale et occidentale du bassin
méditerranéen (QUEZEL et SANTA, 1963).

1.2.2.1.4.3.- Etudes ethnopharmacologiques et phytochimiques

La poudre des feuilles et des graines de Plantago notata sont employées comme
cicatrisantes des blessures, pour les traitements des inflammations de gorge et des ulcéres.
Elles sont utilisées en macération pour le traitement des constipations (VOISIN, 1987). En
dépit de son utilisation traditionnelle dans diverses conditions inflammatoires, il n'y a aucune
étude scientifique sur ses propriétés anti-inflammatoires.

Les especes du genre Plantago, sont cultivées pour leurs divers usages médicinaux et
économiques. Les graines de Plantago ovata, de Plantago psyllium, et de Plantago major
sont indiquées comme laxatifs. Les téguments des graines de Plantago ovata et de la gomme
d'Acacia peuvent étre employes en tant que stabilisateur des créemes glacées. Plantago
lanceolata et Plantago major, sont utilisés comme reméde antirhumatismal externe dans la
médecine traditionnelle en Italie (PRAMANIK et SEN RAYCHAUDHURI, 1997).

1.2.2.2.- Technique de récolte et de séchage du matériel végetal

Apres le choix des stations de récolte basé sur les facteurs écologiques les plus
discriminants de la végétation, notamment la géomorphologie et le sol, des relevés

phytoécologiques sont effectués sur I’ensemble de [’aire de répartition des plantes
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spontanées dans la région (OMS, 2003). Pour une bonne réussite de 1’échantillonnage, la
saison ou le développement et la diversité floristigue sont maxima, notamment pour les
especes annuelles, est retenue. La floraison des espéces pérennes facilite leur identification
(OZENDA, 2004).

Les especes végétales retenues pour la présente étude, sont récoltées dans leur biotope
d’existence naturelle loin des endroits anthropisés dans le but d’éviter toute action de
I’homme. Elles sont récoltées dans différents oueds de la région de Ghardaia entre les mois
de Février et Avril de 2009, 2010 a 2011.

Asphodelus tenuifolius est récolté a I'oued Akhelkhel; Urginea noctiflora a I’oued
Lachebour, alors que Astragalus armatus, a l'oued Laadira et Plantago notata a 1’oued
Nechou.

Les différentes parties utilisées pour chaque espéce végétale, sont les parties
aériennes pour Asphodelus tenuifolius, les graines de Plantago notata et d’Astragalus
armatus et les bulbes d’Urginea noctiflora.

Les parties aériennes (feuilles et graines) d’Asphodelus tenuifolius, une fois séparée
des racines, sont séchées a l'abri de la lumiére a l'air libre, & la température ambiante
(DIALLO et al., 2004); durant trois semaines. Les parties aériennes ainsi séchees, sont
conservées dans des boites a sec, a I'abri de la lumiére jusqu'a leur analyse.

Pour Urginea noctiflora, ce sont les bulbes saines qui sont retenues et débarrassées de
leurs pellicules seches, des racines et du collet. Les bulbes parées, sont lavées a 1’ecau pour
les débarrasser de toutes les impuretés (terre, fragments de pellicules seches) qui y adhérent.
Pour accélérer le séchage, les bulbes sont hachés et étalées en couche mince sur les surfaces
de séchage et retournés quotidiennement. Apres séchage, les fragments découpés présentent
un aspect craquant. Ils sont conservés dans des bouteilles en verre a sec, a I'abri de la lumiere
(DOASSEM, 2002).

Des gousses d’Astragalus armatus saines et mres, sont récoltées et decortiquees
pour obtenir les graines. Les graines conservees dans des sachets en papier dans un endroit
frais et sec a I’abri de la lumiére, a la température ambiante (OMS, 2003).
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1.3.- Analyses physico-chimiques et biochimiques

Les analyses portent sur des réactions de coloration, le taux de protéines, les oses
constitutifs, les lipides, les fibres, ainsi que sur la détermination de la teneur en cendres. Les
analyses sont repétees trois fois supplémentaires.

1.3.1.- Dosage des cendres

La teneur en cendres est déterminée par sechage de la matiére végétale (2,5mg de
I’échantillon homogéne) dans I'étuve a 105°C a sec, suivi par une calcination au four a
moufle a une température de 525°C+25°C, jusqu'a l'apparition d'une coloration blanche ou
grise (BARKHATOV et ELISSEV, 1979 ; AUDIGIE, 1984). Le pourcentage en cendres est
exprimé selon la formule (AUDIGIE, 1984):

Cendres (%) = [(M2 — Mo)/ (M1 — Mo)] x 100

Mo: poids de creuset vide (g),
Mz: poids (creuset+échantillon) avant incinération (g),
Mo2: poids (creuset+cendres) aprés incinération (g).

1.3.2.- Dosage des éléments minéraux

Le dosage des éléments minéraux tels que le calcium, le magnésium, le potassium et
le sodium, s’effectue par spectrophotométrie d’absorption atomique bifaisceau de type
Shimadzu AA 6800 (PERE, 1999).

Les cendres sont diluées dans 2,5ml d'acide chlorhydrique (0,5N) et complétee a 5 ml
avec l'eau bidistillée (BANGOOD, 1984). Ces solutions sont dosées a la spectrophotométrie
d’absorption atomique.

1.3.3.- Dosages des oses totaux

Le dosage des oses totaux est effectué selon la méthode de DUBOIS et al. (1956). En
milieu acide concentré, les glucides se transforment en dérivés furfuraux qui en se
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complexant avec le phénol, donnent des composés de couleur orange, leur densité optique
(DO), est lue a la longueur d’onde 490 nm, au spectrophotometre UV visible type
LNICAMYEAR, 2000(WARRAND, 2004).

1.3.4.- Dosage des protéines

La teneur en protéines est déterminée par la méthode de BRADFORD (1976). La
concentration en protéines est obtenue par référence avec une gamme étalon de sérum
albumine bovine, apres coloration au bleu de Coomassie par interactions non covalentes
avec les résidus hydrophobes des acides aminés présents dans la ou les protéines (AUTRAN,
1991).

Une quantité de 1600ul de I'étalon ou de I'échantillon, est placée dans un tube
approprié. Il est ajouté 400ul de réactif de Coomassie et homogénéisé pendant 30 secondes.
Aprés 10 minutes de réaction, I'absorbance est mesurée a 595 nm par un spectrophotométre
UV de type LNICAMYEAR, 2000. Il est soustrait le blanc (ou I'échantillon est remplacé par
1600ul d'eau distillée) de la lecture. La courbe d’étalonnage est tracée en fonction de la
concentration en sérum albumine bovine (ug/ ml).

1.3.5.- Dosage des lipides

Les lipides sont des substances naturelles constituants des structures cellulaires tels
que les phospholipides membranaires, les éléments de revétement (cires, cutines, etc.), les
substances de réserve, les sources d’énergie cellulaire.

Afin d’extraire et de déterminer la teneur en matiéres grasse des échantillons (5¢
d’échantillon), il est utilisé la méthode AFNOR(1984). Elle est basée sur I’extraction solide-
liquide par soxhlet, en utilisant 1’éther de pétrole comme phase liquide (BOUDHIOUA et
al., 2008).
1.3.6.-Dosage des fibres brutes

La teneur en fibres brutes, est déterminée par 1’appareil Raw Fiber Extractor (Velp
Scientifica), selon la méthode de WEENDE (VAN SOEST et ROBERTSON, 1979). Cette
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méthode se basée sur la solubilisation des composés non-cellulosiques dans des solutions
d'acide sulfurique et d'hydroxyde de potassium. Le mode opératoire repose sur:

- La détermination de I'humidité de I'échantillon par chauffage a 105°C jusqu'a poids
constant dans un four, refroidir dans un dessiccateur;

- Peser séparément environ 1g d'échantillon broyé;

- Ajouter de I'acide sulfurique a 1,25% jusqu'au repere de 150ml, apreés préchauffage a l'aide
de plague chauffante;

- Ajouter 3 a 5 gouttes de n-octanol comme agent anti-moussant;

- Faire bouillir pendant 30mn a partir du début de I'ébullition;

- Brancher le vide pour vidanger I'acide sulfurique;

- Laver trois fois avec 30ml (creuset rempli jusqu'en haut) d'eau distillée chaude, en
connectant a chaque fois I'air comprimé pour mélanger le contenu des creusets;

- Aprés avoir vidangé le dernier lavage, ajouter 150 ml d'hydroxyde de potassium (KOH) a
1,25% préchauffé et 3 a 5 gouttes d'agent anti-moussant;

- Faire bouillir 30 mn;

- Filtrer et laver avec 30 ml d'eau distillée chaude;

- Effectuer un dernier lavage avec de I'eau distillée froide, puis laver trois fois le contenu des
creusets avec 25 ml d'acétone, en mélangeant chaque fois a l'aide d'air comprimé;

- Retirer les creusets et déterminer le poids sec aprés séchage dans une étuve a 105°C jusqu'a
poids constant;

- Laisser refroidir dans un dessiccateur.

- Le poids obtenu représente les fibres brutes plus la teneur en cendres en comparaison du
poids initial.

- La difference de poids en comparaison avec l'étape précédente représente le contenu en
fibre brute sans les cendres.

1.3.7.- Extraction des composés phénoliques

La méthode d'extraction consiste a faire macérer 10g de poudre végétale dans une série
de solvants de polarité croissante: hexane, chloroforme (de polarités faibles, utilisés pour
I'extraction des composés apolaires), acétate d'éthyle (de polarité moyenne, utilisé pour
I'extraction des composés de polarité modérée) et éthanol (de polarité élevée, utilisé pour
I'extraction des composés polaires tels que les flavonoides hétérosidiques). Les extractions
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sont repétées trois fois. Les extraits sont ensuite combinés (fig.1). Apres filtration, les
extraits organiques subissent une évaporation sous vide par un rotor vapor (IKA WERKE D-
79219) a une température de 40°C. Les extraits sont peses pour déterminer les rendements
(DIALLO etal., 2004).

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule:

Rendement d’extraction (%) = (G- G1/ g) x 100

G: Poids du ballon plein en gramme,
G1: Poids du ballon vide en gramme,
g: Poids de la prise d'essai en gramme.

1.3.7.1.- Dosage des composés polyphénoliques totaux (PPT)

Les composés phenoliques, sont estimés par la méthode de Folin ciocalteu
(ADESEGUN et al., 2010). Cette méthode est utilisée pour déterminer la teneur en
polyphénols des plantes médicinales et des aliments (ABDEL-HAMEED, 2009). Il est
additionné a 1 ml d'extrait dilué a I'eau distillée (1:10),1ml du réactif de Folin Ciocalteu.
Aprés 10 minutes, une quantité de 500ul de carbonate de sodium Na>COz & 20% (m/v), est
ajoutée. Le mélange obtenu est incubé a la température ambiante pendant environs 40mn a
I'abri de la lumiére. L'absorbance est ensuite mesurée au spectrophotometre a 725nm contre
une solution de methanol utilisé comme blanc. Notons qu'une droite d'étalonnage, est
préalablement réalisée avant l'analyse avec de l'acide gallique dans les mémes conditions
que les échantillons a analyser. Les résultats obtenus, sont exprimés en milligramme
d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g) (MUANDA, 2010). Les
analyses sont répétées trois fois supplémentaires.

1.3.7.2.- Dosage des flavonoides totaux (FVT)

Le dosage des flavonoides s’effectue par la méthode de LAMAISON et CARNET
(1990) et HUANG et al. (2004), en utilisant le trichlorure d'aluminium (AICl3) comme
réactif.
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Figurel.- Différentes étapes de l'extraction desphénols totaux par macération
(DIALLO et al., 2004)
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1ml de chaque extrait, préparé dans le méthanol a été ajouté a un volume égal d’une
solution de 2% de AICIs. Le mélange est agité, et I'absorbance est lue & 367 nm apres 10
minutes d'incubation. La concentration en flavonoides, est déduite a partir de gammes
d’étalon établies avec la rutine (0-35ug/ml), et exprimée en milligramme d’équivalent de la

rutine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g).
1.3.7.3.- Activité antioxydante totale

L’activité antioxydante totale des extraits d’hexane, de chloroforme, d’acétate
d'éthyle, et d’éhanol des espéces végétales étudiees, est évaluée par la méthode de PRIETO
et al. (1999). Le pouvoir antioxydant est mesuré par spectrophotométre en utilisant la
méthode de phosphomolybate, basée sur la réduction de phosphomolybate (Mo®*) au (Mo®*)
par les antioxydants présents dans les extraits. 100ml d’un mélange de trois solutions (0,6 M
acide sulfurique, 28mM phosphate sodium et 4M molybdate ammonium), sont préparés.
200ul de chaque extrait dilué, sont ajoutés 2ml de la solution de phosphomolybate préparée.
Le mélange est placé dans un bain marie a une température de 95°C pendant 90mn, apres
refroidissement 1’absorbance est mesurée a 695 nm. L’acide ascorbique est utilisé comme
référence pour établir une courbe d’étalonnage. L’activité antioxydante est exprimée en mg

équivalent en acide ascorbique (AE)/g d’échantillon.
|.4.- Etude des polysaccharides

L’étude porte sur I’extraction des polysaccharides, la précipitation des protéines, la
composition globale des extraits de polysaccharides hydrosolubles et enfin le dosage et
I’identification des résidus glycosidiques.

L’analyse structurale d’un polymere comprend plusieurs étapes: 1’extraction, la
purification, la détermination de la composition centésimale et molaire en monosaccharides,
puis I’étude de la séquence en monosaccharides, la nature de leurs points de liaisons, leur
anomérie et leur conformation. Les difficultés liées a I’analyse des polysaccharides, sont
généralement dues aux faibles quantités de matieres extraites, mais également au choix des
méthodes de séquencage et de leurs combinaisons (RUIZ, 2005).
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1.4.1.- Extraction des polysaccharides des feuilles

La partie aérienne d’A. tenuifolius séchée et ecrasée, est prétraitée par de 1’éthanol
75% pendant 5 heures (DIALLO et al., 2003), a la température ambiante et sous agitation
douce; puis filtrees afin d'éliminer les composés solubles dans I'éthanol, tels que les
polyphénols, les oligosaccharides, les oses simples et les acides aminés (WU et al., 2007).
Le résidu des feuilles prétraitées, est séché une seconde fois a I'abri de la lumiére, sous
ventilation a l'air libre et a température ambiante pendant 48 heures (DIALLO et al., 2003).
Les feuilles ainsi séchées, sont macérées dans 2 volumes d'eau distillée froide, pendant 24
heures a la température ambiante. Le mélange est filtré a travers un tamis de porosité 100
um. Le filtrat est concentré a 60°C jusqu'a I’obtention du 1/3 du volume initial, dans le rotor
vapor type IKA WERKE D-79219 (EBRINGEROVA et al.,, 2003). Les protéines sont
éliminées et précipitées par de 1’acide trichloroacetique (RAJALINGAM et al., 2009). Les
polysaccharides du concentrat, sont précipitées a l'aide de 3 volumes d’éthanol 75% pendant
24 heures a une température de 4°C (EBRINGEROVA et al., 2003). Aprés centrifugation a
35609 pendant 10mn (EBRINGEROVA et al., 2003 ; SEPULVEDA et al., 2007), le culot
est récupéré puis lavé 3 fois par éthanol 75% (EBRINGEROVA et al., 2003), avant d'étre
séché par lyophilisation (BIRINGANINE et al., 2004) (fig. 2).

1.4.2.- Extraction des polysaccharides des graines et de bulbes

Les graines seches d’A. armatus et de P. notata, et les bulbes secs d’U. noctiflora
sont broyés pour obtenir de poudres fines (fig. 3). Elles serviront pour la préparation des
extraits (IBANEZ et FERRERO, 2003). 10g de poudre, sont prétraités par 50 ml de 1’éther
de pétrole pendant 24 heures (ZHU et al., 2014), a la température ambiante et sous agitation
douce; puis filtrées afin d'éliminer la matiére grace. La poudre prétraitée, est séchée une
seconde fois a l'abri de la lumiere, dispersés dans 100 ml d'eau distillée chaude a 80°C dans
un Earlen Mayer, pendant 2 heures sous agitation constante. L'extrait forme un gel tres
visqueux (GUO et al., 2007 ; SAMUELSEN et al., 1999a). Aprés centrifugation a 6000g
pendant 20 mn, le gel est séparé (WANG et al., 2009). Le culot est récupéré et séché a l'air
puis extrait deux fois avec de lI'eau a 80°C pendant 2 heures (NERGARD et al., 2004). Les
surnageants sont réunis et concentrés a 60°C et a 72 mbar jusqu'a 1’obtention du 13 du
volume initial, dans le rotor vapor de type IKA WERKE D-79219 (GUO et al., 2007). Les
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protéines sont éliminées et précipitées par 1’acide trichloroacetique (RAJALINGAM et al.,
2009). Les polysaccharides du concentrat, sont précipitées a l'aide de 3 volumes isopropanol
a 95% pendant 24 heures a une température de 4°C (IBANEZ et FERRERO, 2003). Apres
centrifugation a 4000xg pendant 10 mn (EBRINGEROVA et al., 2003; SEPULVEDA et al.,
2007), le culot est récupéreé puis lavé 3 fois a I’acétone et dissout dans I’eau distillée (WU et
al., 2007), avant d'étre lyophilisé (BIRINGANINE et al., 2004).

1.4.3.- Précipitation des protéines

Les protéines des extraits polysaccharidiques, sont précipitées par l'acide
trichloracétique, suivant la méthode de SAGAR et PANDIT(1983) modifiée par
RAJALINGAM et al. (2009). Pour optimiser l'efficacité de la précipitation, l'acide
trichloracétique est ajouté en concentration progressive 0,4, 0,8, 1,2, 1,6, 2, 5, 10, et 20%.
Aprés 24 heures a 4°C, la solution est centrifugée a 4000xg pendant 15mn. Le surnageant est
récupéré pour le dosage des oses totaux par la méthode de DUBOIS et al. (1956) par
référence a une gamme étalon de glucose. Les protéines totales se dosent par la méthode de
BRADFORD (1976) par référence a une gamme étalon de serum albumine bovine.

1.4.4.- Composition des extraits de polysaccharides hydrosolubles

La composition des extraits de polysaccharides hydrosolubles concerne la
détermination des cendres totales, le dosage des protéines, le dosage des 0ses neutres et des
oses acides. Les analyses sont répétées trois fois supplémentaires.
1.4.4.1.- Détermination de la teneur en cendres totales

Les cendres totales sont déterminées par incinération des extraits bruts des

polysaccharides hydrosolubles lyophilisés de chaque plante dans un four a moufle de type
Heraeus 6072.
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Partie aérienne séchée et écrasée

Ethanol (75%), pendant 5h, T°

Extrait d’éthanol

ambiante

Marc

l Séchage, 48h

Résidu séché

Filtration Macération, eau distillée 24 h
y :
Residu Filtrat
l Concentration. 60°C
Concentrat de polysaccharides bruts
Centrifugation, 35609 Précipitation des protéines,
pendant 10mn (acide trichloracétique)
v Y
Culot Surnageant
Centrifugation Précipitation des polysaccharides,
3560g, 10mn (x3) Ethanol 75%, 24h, T°4°C
A 4 A 4
Surnageant Culot

Lavage (x3), éthanol 75%
Lyophilisation

A 4

Lyophilisat des polysaccharides

Figure 2.- Différentes étapes de I'extraction des polysaccharides hydrosolubles de la partie
aérienne d’Asphodelus tenuifolius (EBRINGEROVA et al., 2003 ; DIALLO et al., 2003 ;
WU et al., 2007)
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10g de graines ou de bulbes broyés

Filtration Macération, 50 ml de I’éther de
l pétrole, 24h
\ 4
Centrifugation 6000g, Maceration dans 1’eau distillée
20 mn chaude a 80°C, 2h (x3)
A4 v
Culot Surnageant

l Concentration, 60°C, Rotor vapor

Concentrat de I’extrait de polysaccharides bruts

Centrifugation, Précipitation des protéines, (acide
35609, 10mn trichloracétique)

\ 4 A\ 4
Culot Surnageant

Centrifugation, 4000g Précipitation des polysaccharides,
10mn (x3) Isopropanol 95%,24h, T°4°C

\ 4

Culot

Lavage (x3), acétone
Dissolution par eau distillée

A 4
Extrait de polysaccharides

l Lyophilisation

Lyophilisat de polysaccharides

Figure 3.- Différentes étapes de I'extraction des polysaccharides hydrosoluble des graines et
de bulbes (IBANEZ et FERRERO, 2003; GUO et al., 2007; ZHU et al., 2014)
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1.4.4.2.- Dosage des protéines

La teneur en protéines, est déterminée par la méthode de BRADFORD (1976).

1.4.4.3.- Dosages des oses neutres et des oses acides

La quantification des oses constitutifs de polysaccharides, s’effectue essentiellement
par dosage colorimétrique. Ils reposent sur la réaction des dérivés furfuriques obtenus par
action a chaud, d’un acide concentré comme [’acide sulfurique (H2SOs), pour divers
composés aromatiques, tel que le résorcinol (1,3- dihydroxybenzéne) pour le dosage des
oses neutres (MONSIGNY et al., 1988), et le méta-hydroxydiphényle pour le dosage des
acides uroniques (BLUMENKRANTZ et ASBOE-HANSEN, 1973).

En présence d’acide sulfurique concentré et a chaud, les liaisons glycosidiques des
polysaccharides subissent une hydrolyse quantitative. La déshydratation des unités osidiques
libérées conduit a la formation de dérivés furfuriques. Les dérivés furfuriques, se condensent
avec les composés phénoliques (résorcinol et méta-hydroxydiphényle) lors du dosage
(MONSIGNY et al., 1988). La mesure des absorbances, a 525nm pour les oses acides et a
540 nm pour les oses neutres, sont effectuées par un spectromeétre ultraviolet type
LNICAMYEAR-2000. La concentration en oses neutres est obtenue par référence a une
gamme étalon d'arabinose et celle des oses acides avec une gamme étalon d'acide
glucuronique (MONSIGNY et al., 1988).

1.4.4.3.1.-Préparation des solutions

La solution de résorcinol, est préparée a une concentration de 6mg/ml d’eau bi-distillée.
Elle est maintenue a 4°C a I’abri de la lumiere pour un délai d’utilisation maximum d’un
mois. Quant a la solution d’H2SO4a 80%, elle est préparée a partir d’H2SO4 concentré a 96%
et, maintenue a I’abri de la lumiére a température ambiante (MONSIGNY et al., 1988).

La solution de tétraborate de sodium (NaH3BOs) a 120 mM dans I’acide sulfurique
concentré, est préparée en ajoutant doucement sous agitation magnétique, 0,12M de Borax
(tétraborate de Sodium) dans une solution d’H2SOs 96% refroidie entre 0 et 4°C dans un
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bain glace. Elle est maintenue a 4°C a I’abri de la lumi¢re (WARRAND, 2004).

La solution de méta-hydroxydiphényl (MHDP) a 0,15% est préparée dans du NaOH
0,5%, puis conservé a 4°C.

Les solutions étalons sont préparées a 1’aide des concentrations allant de 0 a 100 pg/mi
de glucose pour les oses neutres, et d'acide glucuronique pour les oses acides
respectivement.

1.4.4.3.2.- Dosage des oses neutres (MONSIGNY et al., 1988)

-Déposer 400 pl de solution a doser ou de 1'étalon (le blanc est réalisé a 1’eau bi-distillée dans
des tubes en verre);
- Ajouter 400 pl de solution résorcinol (6 mg/ml d’eau bidistillée);
- Ajouter 2 ml d’H2SO4 & 80%;
- Mettre les tubes a I’étuve a 90°C, pendant 30 mn jusqu’a coloration (couleur jaune brun);
- Laisser refroidir a température ambiante pendant 30 mn a I’abri de la lumiere;
- Lire I’absorbance a la longueur d’onde de 450 nm a la spectroscopie UV Visible.

1.4.4.3.3.- Dosage des acides uroniques (BLUMENKRANTZ et ASBOE-
HANSEN, 1973)

- Dans des tubes en verre, ajouter 400ul de solution a doser ou de 1'étalon;

- Ajouter 2,4ml de solution sulfurique de tétraborate de sodium;

- Agiter les tubes puis les maintenir 20mn dans un bain-marie a 80°C;

- Aprés refroidissement dans un bain de glace, ajouter 80ul de solution de MHDP;
- Agiter les tubes puis laisser au repos pendant 10mn;

- Lire I’absorbance a 525nm.

1.4.4.3.4.- Calcul de la concentration en oses neutres et acides

Les concentrations en o0ses neutres et en acides uroniques des extraits de
polysaccharides, sont déterminées par la méthode de correction développée par
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MONTREUIL et al.(1963). Il est alors possible de corriger les interférences des acides
uroniques dans le dosage des oses neutres et réciproguement.

L'analyse spectrophotomeétrique des solutions témoins d’oses neutres (Glc) et d’acides
uroniques (Glc A.) permet de tracer les droites d'étalonnages du dosage. La pente de chaque
droite étalon est ensuite mesurée :

Dosage au résorcinol: Pente = o pour le Glc
Pente = 3 pour le Glc A

Dosage au MHDP : Pente = o’ pour le Glc
Pente = 3’ pour le Glc A

A partir de ces pentes et en fonction des densités optiques (D.O) mesurées lors des
dosages, les concentrations en acides uroniques (AU) et oses neutres (ON) sont déterminées
graces aux expressions suivantes :

D.O résorcinol = o [ON] + B [AU]
D.O MHDP = o’ [ON] + B’ [AU]

Onaalors:
[ON]: D.O rsorcinol - B [AU] / a

[AU] = a [D.O mHpe - 0’D.O rssorcinol/ o -0 B]
I.5. - Caractérisation structurale des polysaccharides

L’analyse structurale des polysaccharides, est un exercice souvent difficile. Elle
nécessite la mise en ceuvre de méthodes complémentaires qui peuvent étre chimiques,
enzymatiques ou physiques (YANG et ZHANG, 2009).

1.5.1.- Identification et dosage des résidus glycosidiques

Pour déterminer la composition osidique d'un polysaccharide, il est procédé a son
hydrolyse (RUIZ, 2005). L’optimisation des conditions d’hydrolyse, est effectuée par

40



Chapitre 1.- Méthodologie de travail

chromatographie sur couche mince (CCM). Les monosaccharides libérés, sont analysés aussi
bien par chromatographie échangeuse d'anions haute performance a détection
ampéromeétrique pulsée (HPAEC- PAD) que par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse a ionisation électronique (GC/MS-EI).

1.5.1.1.- Hydrolyse des liaisons glycosidiques

La dépolymérisation peut étre conduite avec des acides a concentrations variables
sous diverses conditions opératoires (température, temps de réaction), selon la nature et la
structure du polysaccharide. Les différents types de liaisons osidiques présentent des taux
d’hydrolyse variables en fonction de la stabilité relative des liaisons. De méme, la nature des
liaisons glycosidiques entre deux unités osidiques contigués, présente une différence de
stabilité par rapport au cas usuel de deux unités glucosidiques liées en (1-4). Les liaisons
glycosidiques entre une unité osidigue et une autre unité portant un groupement
carboxylique ou amine seront plus difficiles & rompre que des liaisons entre un ose et un
autre sous la forme furanose, anhydro ou deoxy. Le suivi cinétique d'une hydrolyse, est une
étape préliminaire indispensable pour définir les conditions optimales de la libération des
oses simples sans toutefois en altérer irréversiblement la structure des oses constitutifs
(RUIZ-MATUTE et al., 2011).

1.5.1.1.1.- Optimisation des conditions d’hydrolyse

Le rendement d’hydrolyse, est trés dépendant des conditions opératoires. Une température
trop élevée du milieu reactionnel, provoque la dégradation de certains oses. La force de
I’acide peut entrainer une dégradation des acides uroniques par décarboxylation. La stabilité
des monosaccharides libres en solution, variant fortement d’un ose a I’autre, nécessite la
mise au point de conditions optimales d’hydrolyse pour chaque type de polysaccharides
(RUIZ, 2005).

L’optimisation des conditions d’hydrolyse vise des rendements maximaux en
monosaccharides (glucose, xylose, arabinose, fructose, etc.), tout en réduisant au minimum
la libération des substances toxiques tels que les composés furfuraligues (RUMPEL et
DIGNAC, 2006).
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L'hydrolyse acide se base généralement sur 1’utilisation de l'acide chlorhydrique, de
I’acide sulfuriqgue ou de [l'acide trifluoroacetique (TFA) a des températures élevées
(MORRISON, 1988). Le TFA est devenu l'acide de choix pour la plupart des analyses de
glucides en raison de son efficacité a I'nydrolyse des liaisons glycosidiques sans causer des
destructions massives des composants de monosaccharides résultant et en raison de sa
volatilité, ce qui minimise son interférence avec les procédures ultérieures comme 1’analyse
par HPAEC-PAD (MORRISON et STEWART, 1998 ; TALAGA et al., 2002 ; RUIZ, 2005 ;
JOHANSSON et al., 2006).

Les modalités pratiques de la mise en ceuvre de I'hydrolyse, sont définies en termes de
concentration en acide trifluoroacétique 0,5M, 2M et 4M sous diverses conditions
opératoires, de température a 80°C et a 100°C et de temps de réaction de 30 mn a 5 heures
(fig. 4). L'évolution du profil est suivie par chromatographie sur couche mince. L’analyse
qualitative des principaux oses neutres et acides libérés et les différentes conditions
d'’hydrolyses recommandées, sont comparées par CCM. Les composés furfuraliques,
produits de dégradation des oses sont dosés par spectrophotometrie.

1.5.1.1.2.-Mode opératoire (MORRISON et STEWART, 1998 ; JOHANSSON,
2006; ZHANG et al., 2007b)

Le mode opératoire adopté est le suivant:
- Utiliser des flacons a vis de petit volume nettoyé et séché;
- Noter sur chaque flacon I’origine des polysaccharides, la température, la concentration de
I’acide, et le temps d’hydrolyse;
- Peser dans les flacons 25 mg de I'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles;
- Ajouter 1 ml d'acide trifluoroacétique 0,5M, 2M, ou 4M;
- Chauffer a 80C°ou a 100C° a I’étuve;
- Recupérer les flacons de 1’étuve a 30mn puis a chaque heure jusqu'a Sh;
- Refroidir les flacons au bain de glace;
- Verser I'hydrolysat dans I'Eppendorf étiquete;
- Centrifuger I'hydrolysat a 10000g pendant 10mn;
- Récupérer le surnageant dans des boites de Pétri de petit volume ou dans des verres de
montre;
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- Ajouter quelques gouttes de méthanol;

- Déposer les boites de Pétri dans un dessiccateur sous vide pendant 24heures;

- Apres évaporation et séchage total de I'hydrolysat, ajouter 500 pl de I'eau distillée;
- Récupérer les hydrolysats dans des tubes.

1.5.1.1.3.- Suivi d’hydrolyse par chromatographie sur couche mince

Les oligosaccharides et les monosaccharides libérés, sont analysés par CCM. C’est une
technigue rapide et mais aussi adaptée pour un suivi de la dépolymérisation des
polysaccharides. Elle permet d’estimer 1'altération des oses constitutifs. Deux systémes de
séparation (1 et 2), sont utilisés.

Pour le systtme 1, la phase mobile est constituée de butanol-acétate
d'éthyle-isopropanol-acide acétique-eau dans les proportions 7-20-12-7-6 (MEZZETI et al.,
1971). La phase stationnaire, des plaques en gel de silice de type Silica gel 60 F 254 de
0,25mm d'épaisseur sur feuille d’aluminium imbibées par l'acide borique de 0,03M, sont
utilisées (MEZZET] et al., 1971).

Pour le systeme 2, la phase mobile est constituée de butanol-acide acétique-eau (4-2-2)
(RUIZ, 2005). Pour la phase stationnaire, sont utilisées des plaques en gel de silice prétes a
I'emploi, de type Silica gel 60 F 254 de 0,25 mm d'épaisseur, sur feuille d’aluminium
(WANG et FANG, 2004). Comme révélateur des spots spécifiques des glucides, le réactif de
Nigrum est utilisé (PAULSEN et al., 2002). Le facteur de rétention (Ry) est calculé pour
chaque spot obtenu.

1.5.1.1.4. - Dosage des composés furfuraliques par la méthode DUBOIS

L’hydrolyse des polysaccharides, est une étape essentielle pour 1’analyse structurale
et I’obtention des oligosaccharides a valeur ajoutée comme prébiotique. L hydrolyse acide
est l'une des méthodes utilisées en raison de son faible colt. Cependant, au cours de
I’hydrolyse acide, de nombreux produits de dégradation tels que le furfural et le 5-hydroxy-
méthyl furfural, sont formés. Ces produits de dégradation, sont des inhibiteurs potentiels de
la croissance microbienne conduisant, a une faible productivite.
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Peser 25 mg de lyophilisat des polysaccharides

!

Ajouter 1 ml d'acide trifluoroacétique
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Faire chauffer les flacons a I’étuve

80C°

!

100C°

Suivre I’hydrolyse dans le temps

30mn

1h

2h

3h

4h
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|

Centrifuger I'hydrolysat a 10000 g pendant 10mn

|

Récupérer le surnageant et ajouter quelques gouttes de méthanol

|

Faire evaporer et sécher le surnageant par un
dessiccateur sous vide pendant 24h

|

Ajouter 500ul de I'eau distillée et récupérer les hydrolysats

Figure 4.- Processus de I'nydrolyse des polysaccharides dans différentes conditions opératoires
(MORRISON et STEWART, 1998; JOHANSSON, 2006; ZHANG et al., 2007b)
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Le furfural et le 5-hydroxy-méthyl furfural, sont les plus toxiques en raison de leurs
concentrations élevées dans les hydrolysats. lls endommagent les microorganismes par
réduction des activités enzymatiques et biologiques, détruisant leur ADN et inhibent la
synthese des protéines et de I'ARN (ZHANG et al., 2013a).

En milieu acide et a chaud, les oses se transforment en dérivés furfuraux qui en se
complexant avec le phénol (chromogene), donnent des composés de couleur orange
(DUBOIS, 1956). Les pentoses, les hexoses et les acides uroniques, se déshydratent
respectivement en derivés du furfural, 5-hydroxyméthylfurfural et de I’acide 5-
formylfuroique. Le dosage de ces composés se fait par spectrophotomeétre UV-VIS a 492nm.
Les concentrations en dérivés furfuraux, sont déduites a partir d’'une gamme d’étalonnage
établie avec le glucose de 0 al0ug/ml.

Pour le mode opératoire, les étapes sont les suivantes:
- Déposer 500ul de solution a doser ou de 1'étalon (le blanc est réalis¢ a 1’eau bidistillée);
- Ajouter 500ul de solution phénol a 5% (5mg/ml d’eau bidistillée);
- Lire I’absorbance a la longueur d’onde 492nm au spectrophotomeétre moléculaire.

1.5.1.2.-1dentification et dosage des monosaccharides par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a ionisation électronique (GC/MS-EI)

La chromatographie en phase gazeuse est une technique d’analyse sensible et
polyvalente, a cause de sa haute résolution dans la séparation des mélanges complexes, et sa
capacité a coupler a différents détecteurs permet d’apprécier qualitativement et
quantitativement la composition de différents extraits glucidiques (RUIZ, 2005; RUIZ-
MATUTE et al., 2011).

1.5.1.2.1.- Hydrolyse ettriméthylsilylation des échantillons

Apres la libération des oses lors de I’hydrolyse, les résidus glycosidiques, sont
transformés en glycosides O-triméthylsylilés par réaction des O-glycosides avec du N,O-bis-
triméthylsilyltrifluoroacétamide (BSTFA) 99% stabilisé par du chlorure de triméthylsilane
(TMSCI) 1% dans de la pyridine anhydre (KAMERLING et al., 2007) (fig. 5).
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Figure 5.-Méthode de triméthylsilylation des O-glycosides (KAMERLING et al., 2007)

1.5.1.2.2.- Principe de la spectrométrie de masse a ionisation électronique

La spectrométrie de masse est destinée a I’analyse des substances en phase gazeuse.
Cette méthode tres sensible trouve toute son utilité lorsqu'un chromatographe est placé en
amont (CPG-MS) (WARRAND, 2004).

1.5.1.2.3.-Mode opératoire

Apres la libération des oses lors de I’hydrolyse, 10mg de monosaccharides
lyophilisées, sont dissous dans 2ml de pyridine auxquels il est ajouté 2ml de Sylon (BSTFA/
TMCS; 99/1), a température ambiante pendant 2 heures et sous Argon. Apres évaporation
sous jet d’azote des réactifs en exces, les trimethylsilyl-O-glycosides, sont repris dans 500ul
de dichlorométhane (KAMERLING et al. 1975 ; MONTREUIL et al. 1986). L’analyse
s’effectue par GC/MS en utilisant un systeme de chromatographie gazeuse Agilent séries
6890 couplé a un détecteur selectif de masse Agilent 5973 Network.1ul seulement de la
solution est injecté. L’injection est realisee en colonne Agilent HP-1 (30 m, 0,32 mm, 0,25
um, Hewlett Packard). La pression du gaz vecteur (helium), est de 8,8 psi et le débit est de
2,3 ml/mn. La température est programmeée pour une premiére étape a 100°C pendant 3mn,
un incrément de 8°C/mn jusqu'a 200°C pour 1mnet puis un incrément final de 5°C/mn
jusqu'a 250°C. L'ionisation est effectuée par Il'impact électronique (E-I, eV 70), la
température de piégeage, est placée a 150°C et l'ion cible, est fixé de 40 a 800 m/z
(WARRAND, 2004).
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L’identification des oses neutres et des acides uroniques, est réalisée lors de la méme
injection par comparaison des temps de rétention relatifs a I'étalon interne. Un coefficient de
réponse propre a chaque résidu, est également appliqgué pour quantifier chaque
monosaccharide (WARRAND, 2004).

1.5.1.3.- Chromatographie échangeuse d'anions haute performance (HPAEC) a
détection ampérométrique pulsée (PAD)

Pour la détermination des glucides ne nécessitant aucune dérivation préalable; la
chromatographie par échange d’anion, additionnée a la sensibilité et la sélectivité d’une
détection par ampérométrie pulsée, est utilisée. La séparation des oses n’est néanmoins
possible que dans des conditions alcalines extrémes (pH>11) nécessaires a I’ionisation des
groupements hydroxyles des oses. Cette détection posséde deux intéréts ; tout d’abord une
grande sensibilité, mais aussi une bonne sélectivité, puisque le choix du cycle
voltampérométrique permet de sélectionner précisement les composés qui seront detectés.
Le signal obtenu est principalement lié a I'oxydation de I’alcool primaire porté parle carbone
6 (CHATAIGNE, 2007).

Les glucides hydrosolubles se comportent comme des acides faibles avec de pka plus
de 11, donc les groupements hydroxyles des oses dans le milieu alcalin peuvent s'ioniser en
oxyanions (R-O"). Les oses serons alors separables selon leur pka et leur affinité avec la
phase stationnaire NR4" de la colonne qui joue le réle d'échangeur d'anions (KAMERLING
et al., 2007).

La détection ampérométrique pulsée (PAD) associée a I'appareil permet une détection
de I'ordre d'une dizaine de picomoles. Les composés passent en sortie de colonne dans une
cellule de mesure munie d'une cathode et d'une anode en or. Ils seront alors attirés par I'une
ou par l'autre des électrodes produisant un courant électrique enregistré par le conductimetre
(potentiel de mesure). Afin d'éviter tout encrassement des électrodes par dép6t des molécules
analysées, un potentiel de nettoyage (potentiel d'oxydation maximal puis potentiel de
réduction maximal), est envoyé régulierement entre les deux électrodes. Cela entraine la
désorption des produits d'oxydation des glucides et permet apres réduction de I'oxyde d'or a
la surface de I'électrode en or, la détection au cycle suivant du premier potentiel
(WARRAND, 2004).
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L'appareillage est un systeme dionex [dionex corporation, sunnyvale (CA), USA]
composé d'une unité de dégazage de I'éluant, d'une pompe pouvant fonctionner en gradient
et d'un détecteur électrochimique pulsé (PED 50) a électrode en or. Le systeme est
également muni d'un injecteur automatique. Les colonnes utilisées sont des colonnes
spécifiques dionex comprenant une précolonne (4x 75 mm) et une colonne analytique
CarboPac PA 1 (4x 250 mm) dont la phase fixe est constituée de billes de divinylbenzene
de 10 pm enrobées de latex et présentant des groupements ammonium quaternaires
(WARRAND, 2004).

1.5.1.3.1.- Préparation des échantillons

Les polymeéres (3 mg, 0,6% m/v), sont placés dans des tubes hermétiques pour étre
hydrolysés a I'acide trifluoroacétique dans les conditions optimales, puis ils sont lyophilisés
et remis en solution dans 1 ml d'eau distillée.

1.5.1.3.2.- Application d"HPAEC-PAD

Il est injecté 25ul de I'échantillon. L'élution est ensuite réalisée a un débit de 1ml/mn,
selon la nature des oses (neutres ou acides). Les éluants sont réalisés a l'aide d'eau distillée
dégazée a I'nélium.

Une élution isocratique a l'aide d'une solution de NaOH 16 mM (Baker Analytical
grade, solution de soude décarbonatée a 50% m/v), est réaliseée dans le cadre de I'analyse des
monosaccharides de type neutre.

Parallélement, les acides uroniques, qui présentent des capacités supérieures de
fixation sur la colonne, seront élués en utilisant un gradient d'acétate de sodium 600 mM
(solvant B) dans NaOH 16 mM (solvant A). L'acétate de sodium a pour effet de déplacer de
maniére progressive les monosaccharides fixés sur la phase stationnaire du fait du nombre
important de leurs fonctions R-O".

On utilise le gradient suivant en 4 étapes:
- 10mn : 0% de solvant B et 100% de solvant A,
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-de 10 240 mn : de 0% a 100% de solvant B,
- Plateau de 40 a 45 mn : 100% de B solvant B,
- de 45 a 60 mn : de 100 a 0% de solvant B.

Aprés détection, les différents oses sont identifiés par leur temps de rétention
spécifiqgue et quantifiés apres intégration du signal (chromeleon management system
Dionex) (WARRAND, 2004), par comparaison avec des courbes étalons établies avec les
monosaccharides de référence.

1.6.- Activités biologiques

L’étude des activités biologiques porte sur les substances bioactifs constitutifs des
plantes médicinales utilisées traditionnellement pour leurs propriétés pharmacologiques en
phytothérapie. La présente étude, s’intéresse particulierement a I’activité anti-complément et
les effets prébiotiques sur une bactérie lactique, des polysaccharides issus des différentes
plantes spontanées a caractere médicinal retenues.

1.6.1.- Activité anti-complément

Le complément est un systtme complexe reconnu pour son rdle dans I’immunité.
Toutefois, s’il est actif de maniére inappropriée ou excessive, il peut étre a ’origine de
nombreux dommages cellulaires caractéristiques de plusieurs pathologies inflammatoires
(GASQUE et al.,, 1996). L’implication du complément dans la régulation et la
synchronisation du processus inflammatoire demeure bénéfique pour I’h6te puisqu’elle vise
a ¢liminer les organismes pathogeénes et les cellules de 1’hote qui sont endommagées
(MARTEL, 2009).

Paradoxalement, les multiples associations entre le complément et les autres
médiateurs qui contribuent au bon maintien de 1’organisme, peuvent rapidement devenir
responsables de I’avenement de diverses pathologies si une mauvaise régulation a lieu. Une
déficience en un ou plusieurs des facteurs du complément ou, a I’inverse, une activation
excessive du complément, peut contribuer au développement de diverses maladies auto-
immunes ou inflammatoires, tel la glomérulonéphrite, le syndrome hémolytique urémique,
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I’hémoglobinurie paroxystique nocturne, 1’arthrite rhumatoide, le psoriasis, la septicémie, la
pancréatite aigle et diverses maladies cardiovasculaires (MARTEL, 2009).

Les plantes a activité anti-inflammatoire, sont des espéces ayant une action sur
plusieurs facteurs de I’immunité extra et intracellulaire comme ceux du complément et, sont
le plus souvent des plantes contenant des polysaccharides spécifiques ayant une activité
immunomodulatrice. Les polysaccharides sont les constituants immunostimulants les plus
efficaces (GOETZ, 2004). Les espéces Astragalus armatus, Plantago notata, Asphodelus
tenuifolius, et Urginea noctiflora ont retenu ’attention en premier lieu pour leur utilisation
traditionnelle a Ghardaia comme anti-inflammatoire et, en second lieu, en raison du peu de
travaux d’activités biologiques répertoriés sur ces quatre especes végétales.

1.6.1.1.-Principe de I’étude de I’activité anti-complément

L’étude de I’activité anti-complément des polysaccharides, porte sur la détermination
de leur pouvoir d’inhibition de la lyse des hématies catalysées par le complément. Elle est
exprimée en Clso (la concentration de polysaccharides necessaire pour inhiber 50% de
I’hémolyse) (MICHAELSEN et al., 2000).

Le test de fixation de complément comprend deux étapes qui sont respectivement, la
détermination de CHso de sérum hémolytique et la détermination des Clso des
polysaccharides. Les étapes de fixation de complément, sont consignées dans la figure 6.

1.6.1.2.- Test CHsp

Le test CHso a pour objectif de déterminer la dilution de sérum capable de donner
50% de la lyse des hématies catalysées par le complément constitutif (NAHM et BURTON,
2011). Le test CHso est utilisé pour estimer la puissance des composes protéiques de systeme
du complément. Les composés sont pré-incubés avec du serum avant I'addition des cellules,
la consommation d'unités CHsp peut résulter de: (i) I'activation des protéines du complément
et la diminution ultérieure du niveau des composants natifs capables de réagir avec des
cellules, ou (ii) l'inhibition de I’activité protéique sur la surface cellulaire, ce qui conduit a
une protection contre la lyse cellulaire médiée par le complément. Afin de distinguer entre
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ces deux possibilités pour I'activité des polysaccharides, il est développé un test basé sur le
protocole de CHbsyo.

La lyse d’une hématie par le systéme du complément procéde par la réaction en
cascade des composants du complément avec différents sites sur la surface de la cellule.
L’ épuisement des composants du complément du sérum ou d’autres fluides corporels dans
les maladies peuvent étre détectés par la mesure de I’activité hémolytique globale, suivant la
méthode de KABAT et MAYER (1961). 1l est habituel d’exprimer les résultats de tests par
’unité hémolytique total du complément, CHso (STRONG et al., 1978).

Chaqgue type de sérum humain est co-incubé avec des hématies humaines A* et B*
sensibilisées avec des anticorps Anti-A et Anti-B, respectivement. Les hémolysines activent
la cascade du complément pour former de complexes d’attaque de la membrane. Ces
complexes vont perforer la membrane des hématies et entrainer la libération de
I’hémoglobine (NAHM et BURTON, 2011). Apres incubation, la suspension est centrifugée
et la densité optique du surnageant est lue a 540nm (COSTABILE, 2010).

Pour chaque type du sérum, les hématies sensibilisées utilisées pour le test sont de
méme groupe sanguin pour éviter le probléme de 1’agglutination.

La procédure de test CHso porte sur I’extraction et lavage des hématies, puis
sensibilisation, ainsi préparation et dilution des sérums (fig. 7).
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Figure 6.- Etapes de test de fixation du complément (XU et al., 2007) (modifiées)
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1.6.1.2.1.- Extraction des hématies

Les hématies sont obtenues apres centrifugation du sang prélevé dans de tube EDTA
a 2000rpm pendent 10mn.

1.6.1.2.2.- Lavage des hématies

Les hématies sont lavées deux fois avec de 1’eau physiologique (SAMUELSEN et al.,
1999b), et une fois avec le tampon véronal de gélatine (GVB) a pH 7,4 (WANG et al.,2008).

1.6.1.2.3.- Sensibilisation des hématies

La sensibilisation est la fixation d’anticorps sur les déterminants antigéniques de la
surface des hématies sans évidence d’agglutination et/ou d’hémolyse (TISSOT et al., 2011).
Elle est effectuée selon les méthodes de CHESNEAU (2002) et COSTABILE (2010).

- Préparer une suspension cellulaire de 10% d’hématies dans 500ul de tampon;

- Ajouter 125ul de sérum anti-hématies;

- Incuber 15mn & 37°C en bain thérmostaté;

- Laver les hématies sensibilisées trois fois avec le tampon véronal de gélatine;

- Apres chaque lavage centrifuger les hématies & 1000rpm pendant 5mnet éliminer le liquide
surnageant;

- Préparer une suspension cellulaire de 1% dans le tampon puis conserver a 4°C jusqu’a
utilisation.

1.6.1.2.4.- Préparation et dilutions des sérums

Le sang humain est prélevé de volontaires sains dans des tubes stériles, sans addition
de facteur anticoagulant. Aprés 30mn a 37°C, le sang est coagulé puis centrifugé a 2000rpm
pendant 10mn afin d’obtenir du sérum (MICHAELSEN et al., 2000).

Le sang humain est dilué dans le tampon (DIALLO et al., 2001). Une série de
dilutions est préparée (tab. 4).
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Extraction des hématies
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Lavage des hématies
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l
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Figure 7.- Differentes etapes du test CHso (COSTABILE, 2010 ; NAHM et BURTON, 2011)

(modifiées)
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Tableau 04.- Méthode de dilution du sérum

Dilutions 1 1/2 Ya 1/8 1/16 1/32 1/64
Sérum (nl) 500 500 500 500 500 500 500
Tampon (ul) O 500 500 500 500 500 500

1.6.1.2.5.- Expression de test CHso

Pour le calcul du degré de lyse, il est déterminé 1’absorbance de lyse a 100% et
1I’absorbance de lyse catalysée par les sérums. Les analyses sont répétées trois fois.

1.6.1.2.5.1.- Lyse a 100%

L’hémolyse a 100% est obtenue par 1’ajout de I’ecau distillée aux hématies
sensibilisées. Il est ajouté des volumes égaux d’eau distillée aux suspensionsdes hématies
sensibilisées 1% préparée dans I’eau distillée (SAMUELSEN et al., 1999b ; DIALLO etal.,
2001; XIE et al., 2007).

1.6.1.2.5.2.- Lyse catalysée par les sérums

Selon COSTABILE et al. (2010), la concentration hémolytique de 50% des hématies,
est obtenue par I’incubation de volumes égaux d’hématies sensibilisées et de serum dilué
dans le tampon (tab. 5).

Tableau 5.- Différentes dilutions du test CHsg

Dilutions 12 Y 1/8 1/16 1/32 1/64
sérum dilué (ul) 500 500 500 500 500 500
GR sensibilisés (ul) 500 500 500 500 500 500

1.6.1.2.5.3.- Calcul du degré de la lyse

Aprés incubation de 30mn a 37°C avec agitation (COSTABILE, 2010), les tubes sont
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centrifugés a 2000rpm pendant 5mn. L’absorbance du surnageant est lue a 540nm
(COSTABILE, 2010). Le degré de la lyse des hématies est calculé (DIALLO et al., 2001).

Pourcentage (%) de la lyse = (A controle /A eau) X 100%

A controle: Absorbance de [’hémoglobine libérée lors de I’incubation des hématies
sensibilisées avec le sérum dilué a 540 nm,
A eau: Absorbance de I’hémoglobine libérée lors de I’incubation des hématies sensibilisées

avec |’eau distillée a 540 nm.

1.6.1.3.- Test Clsp

Le test Clso porte sur les dilutions de sérum hémolytique 50, de contrdle positif, et des
polysaccharides.

1.6.1.3.1.- Principe du test Clsg

In vitro, DPactivité anti-complément est déterminée par le test de fixation du
complément basé sur la consommation de complément et le degré de lyse des hématies par
le complément résiduel (WANG et al., 2008). Le test fait appel a la méthode modifiée de
MAYER. Les différentes dilutions des échantillons d’essai 200ul sont pré-incubées avec
200ul du sérum hémolytique 50 et 400ul du tampon GVB a 37°C pendant 10mn (XU et al.,
2007). Puis 400ul d’hématies sensibilisées, sont ajoutés, et le mélange est incubé a 37°C
pendant 30mn (XI et al.,, 2012). Apres centrifugation a 1700rpm pendant 10 mn
(SAMUELSEN et al.,, 1999b), I’absorbance du liquide surnageant est lue a 540nm
(COSTABILE, 2010). L’héparine servira comme controle positif (XI et al., 2012).

1.6.1.3.2.- Dilution de serum hemolytique 50
Les sérum utilisés sont dilués, de concentrations donnant 50% de lyse des cellules

indicatrices (WANG et al., 2008; AUSTARHEIM et al., 2012; XIE et al., 2007; DIALLO et
al., 2001).
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1.6.1.3.3.- Dilution de contréle positif

L’héparine est utilisée comme control positif selon XU et al. (2007), XIE et al. (2007)
et Xl et al. (2012). Elle est de type sodique 5000Ul/ml. C’est un meédicament anti-
thrombotique portant le nom commercial de Léo® produit par la société pharma product. Les
différentes concentrations de 1’héparine, sont préparées a partir d’une solution mére de
1mg/ml. Selon WANG et al. (2008), les dilutions de polysaccharides et d’héparine, sont
respectivement 200ug/ml, 400pg/ml, 600pg/ml, 800pug/ml, et 1000pg/ml (tab. 6).

Tableau 6.- Différentes dilutions de I’héparine

Concentration (ug/ml) 0 200 400 600 800 1000
Solution mére (ul) 0 200 400 600 800 1000
Tampon (pl) 1000 800 600 400 200 0

1.6.1.3.4.- Dilutions des polysaccharides

Les concentrations de polysaccharides, se préparent a partir d’une solution mére de
concentration de 1mg/ml (tab. 7).

Tableau 7.-Formulation des différentes dilutions de polysaccharides des plantes testées

Especes végétales Concentration (ug/ml) 0 200 400 600 800 1000

Solution mere (ul) 0 200 400 600 800 1000
A. armatus (A)
Tampon (pl) 1000 800 600 400 200 O
Solution mere (ul) 0 200 400 600 800 1000
P. notata (P)
Tampon (pl) 1000 800 600 400 200 O
o Solution mere (ul) 0 200 400 600 800 1000
A. tenuifolius (AS)
Tampon (pl) 1000 800 600 400 200 O
Solution mere (ul) 0 200 400 600 800 1000
U. noctiflora (U)
Tampon (ul) 1000 800 600 400 200 O
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1.6.1.3.5. - Inhibition catalysée par le contrdle positif et les polysaccharides

Les volumes des polysaccharides, d’hématies sensibilisées, de sérum et de tampon qui
seront utilisés pour le test Clso, sont consignés dans le tableau 8.

1.6.1.3.6. - Calcul de pourcentage de I’inhibition

Le pourcentage d’inhibition de 1’activité du complément, est exprimé par I’inhibition
de la lyse des hématies, se calcule selon la formule (HROMADKOVA et al., 2013):

Pourcentage (%) d’inhibition = (A Contr(‘)le'A test)/A Contréle x100
A controle: Absorbance de I’hémoglobine libéré lors de 1’incubation des hématies sensibilisées
avec le sérum sans polysaccharide a 540nm,
A test: Absorbance de I’hémoglobine libéré lors de I’incubation des hématies sensibilisées

avec le sérum, en présence polysaccharide a 540nm.

Une valeur faible de Clso traduit une forte activité de fixation de complément
(AUSTARHEIM et al., 2012). Les étapes de test Clso, sont consignées dans la figure 8.
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Figure 8.- Différentes étapes du test Clsg (Xle et al., 2007; WANG et al., 2008) (modifiées)
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Tableau 08.- Différentes dilutions du test Clsg

Concentrations (pg/ml) 0 200 400 600 800 1000
Contréle  Sérum (ul) 200 200 200 200 200 200
positif Tampon (ul) 600 400 400 400 400 400
Hématies sensibles (ul) 400 400 400 400 400 400

Héparine (ul) 0 200 200 200 200 200

Astragalus  Sérum (pl) 200 200 200 200 200 200
armatus  Tampon (ul) 600 400 400 400 400 400
(A) Hématies sensibles (ul) 400 400 400 400 400 400
Polysaccharides (ul) 0 200 200 200 200 200

Plantago  Sérum (ul) 200 200 200 200 200 200
notata Tampon (pul) 600 400 400 400 400 400
(P) Hématies sensibles (ul) 400 400 400 400 400 400
Polysaccharides (ul) 0 200 200 200 200 200

Urginea  Sérum (pl) 200 200 200 200 200 200
noctiflora  Tampon (pul) 600 400 400 400 400 400
(V) Hématies sensibles (ul) 400 400 400 400 400 400
Polysaccharides (ul) 0 200 200 200 200 200

Asphodelus  Sérum (ul) 200 200 200 200 200 200
tenuifolius  Tampon (ul) 600 400 400 400 400 400
(AS) Hématies sensibles (ul) 400 400 400 400 400 400
Polysaccharides (pl) 0 200 200 200 200 200

1.6.2.- Activité prébiotique

Les prébiotiques sont des ingrédients alimentaires glucidiques, non digestibles
stimulant sélectivement la croissance et/ou 1’activité d’éléments de la flore colique, parmi
lesquels les bactéries probiotiques, ingérées vivantes par 1’hote, produisant des effets
bénéfiques sur sa santé (SYNYTSYA et al.,, 2009). Les oligosaccharides issus de la
dégradation des polysaccharides naturels comme les fructooligosaccharides, les galacto-
oligosaccharides et les arabinogalactooligosaccharides, sont étudiés pour leur action
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prébiotique (PALFRAMAN et al., 2002 ; GENESTIE, 2006). A cet effet, il est apparu
opportun d’évaluer l'activité des oligosaccharides obtenu au cours de 1’optimisation
d'’hydrolyse des extraits de polysaccharides sur la multiplication d’une bactérie probiotique.

1.6.2.1.- Hydrolysats des polysaccharides
Les hydrolysats des polysaccharides sont utilisés comme source carbonée dans le
milieu de culture de la souche. L’origine et les conditions d'hydrolyse des polysaccharides,

sont consignés dans le tableau 9.

Tableau 9.- Hydrolysats des polysaccharides et les conditions d’hydrolyse
(TFA: Acide trifluoroacétique)

Condition d'hydrolyse

Origine de polysaccharides

TFA Temps Température °C
Astragalus armatus 0,5M 1h 80
Plantago notata 0,5M 2h 80
Asphodelus tenuifolius 0,5M 3h 80
Urginea noctiflora 2M 30 mn 80

1.6.2.2.- Elimination des monosaccharides par fermentation

La production d’oligosaccharides a I’échelle préparative, est réalisée a partir des
polysaccharides extraits des plantes médicinales. L’hydrolyse mis en ceuvre pour 1’obtention
des oligosaccharides, s’effectue dans des conditions optimales définies. Toutefois, 1’analyse
par CCM, des produits obtenus apres hydrolyse indique une teneur élevé en
monosaccharides. Leur présence n’est pas souhaitable dans la fraction oligosaccharidique
qui sera soumise aux tests ultérieurs de mesure d’activité prébiotique. En effet, des
concentrations ¢levées en glucose et mannose libres sont susceptibles d’engendrer un biais
lors de I’interprétation des résultats concernant la stimulation de la croissance de la souche
probiotique testée (YOON et al., 2003).
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1.6.2.2.1.- Saccharomyces cerevisiae

La purification sélective des oligosaccharides présents dans les hydrolysats est
effectuée par fermentation de la levure. La souche Saccharomyces cerevisiae utilisée est
d’origine Saf-Instant fournie par S. I. Le saffre 59703-Marcq- France, levure déshydratée
sous forme batonnet. La levure est caractérisée par leur capacité a fermenter une quantité
importante de monosaccharides de 170 a 240g/l (LARPENT, 1990).

1.6.2.2.2.- Mise en culture

Les solutions de control positif (glucose) et d’hydrolysats de polysaccharides sont
préparées a une concentration de 450mg/ml en glucide dans du tampon phosphate 0,1 M
(pH®6,8), et autoclavees a 120°C pendant 15mn. La fermentation s’est déroulée en anaérobie
dans des flacons a 30°C avec addition de 1g de levure lyophilisée (2,9x10'°ufc/g) par 100ml
de solution. Apres 32 heures, le milieu de culture est centrifugé a 4000 rpm pendant 15mn.
Le surnageant est séparé du culot cellulaire, conservé a -20°C, puis lyophilisé pendant 48
heures. La composition glucidique est analysée par chromatographie sur couche mince
(GOULAS et al., 2006).

1.6.2.2.3.- Analyse de la composition glucidique des milieux de culture par CCM

La composition glucidique des hydrolysats aprés élimination des oses simples par
fermentation est vérifiée par CCM en déposant en paralléle, sur une méme plaque, un
mélange des oses étalons (arabinose, galactose, glucose, mannose, xylose, et acide
glucuronique) et des solutions des hydrolysats avant et apres fermentation. Les plaques
chromatographiques utilisées sont des plaques en gel de silice type Silica gel 60 F 254 de
0,25 mm d'épaisseur, sur feuille d'aluminium. La phase mobile est constituée de
Chloroforme- Butanol- Méthanol- Eau-Acide acéetique dans les proportions de 4,5- 12,5- 5-
1,5- 1,5. Le réactif de Nigrum est utilisé comme révélateur des spots.

1.6.2.3.- Milieu de culture

Lactobacillus casei est cultivee sur milieu Man Rogosa Sharpe (MRS). Les tests sont
effectués en milieu liquide. Le milieu spécifique MRS est reconstitué en substituant le
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glucose par des sources carbonées. Les sources carbonées sont du RP 95 et des hydrolysats
de polysaccharides. Le prébiotique fructooligosaccharides (RP 95), est utilisé comme témoin
positif. Pour valider les conditions de culture de la souche, le milieu MRS a base de glucose
est utilisé comme témoin de croissance. Le milieu MRS sans source carbonée servira de
témoin négatif (GENESTIE, 2006).

1.6.2.4.- Procédure de test

L’effet de I’addition d’oligosaccharides dans le milieu de culture d’une souche
probiotique, est quantifié en suivant la croissance de la souche microbienne, sa capacité a
produire des acides gras a chaines courtes, estimée par la mesure du pH et de I’acidité
titrable de milieu de culture (RENDON-HUERTA et al., 2011).

1.6.2.4.1.- Préparation des milieux de culture a base d’hydrolysats

Le milieu de culture spécifique MRS est reconstitué sans glucose et a une
concentration finale pour tous les ingrédients 1,2 fois supérieure a la valeur normale. Apreés
autoclavage pendant 15mn a 121°C, la quantite de source de carbone nécessaire a la
croissance du microorganisme est dissoute dans 20ml d’ecau bidistillée puis additionnee a
100ml de milieu spécifique stérile. Le pH initial du bouillon est de 6,7. La solution est
homogénéisée puis filtrée stérilement sur membrane 0,22um (Millipore). Le milieu de
culture stérile est réparti en fraction de 9ml dans des tubes en verre stériles de 20ml
(GENESTIE, 2006).

1.6.2.4.2.- Inoculation des milieux de culture

A partir d’une préculture de la souche sur gelose MRS a 37°C pendant 24 heures,
trois colonies sont prélevées et dilués dans 30ml de milieu MRS liquide sans source
carbonée, puis un prélevement de 1ml de cette dilution est ajouté au 9ml de milieu de
culture. Apres homogeénéisation, les milieux de culture ensemencés, sont incubés a 37°C en
aérobiose (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2012).
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1.6.2.4.3.- Suivi de la croissance bactérienne

Le suivi de croissance se fait par mesure de la densité optique a 570nm (moyenne
réalisée sur trois tubes identiques) de la culture sur chaque source de carbone, a intervalles
de temps réguliers. Pour établir le blanc, environ 500ul de milieu de culture, est prélevé avec
une seringue stérile avant ensemencement. Pour déterminer la charge initiale de la culture
(TO), environ 500ul de milieu de culture est prélevé de chaque type de source carbonée juste
aprés 1’ensemencement et homogénéisation des tubes, ensuite les tubes, sont placés dans
I’étuve a 37°C en aérobiose (GENESTIE, 2006). Pour une suivie de cinétique, aprés chaque
3 heures, il est prélevé 500ul de milieu de culture homogénéisé de chaque type de source
carbonée afin de déterminer la densité optique.

Apreés 24 heures de suivi, les milieux de cultures sont centrifugés a 3000 rpm pendant
10 mn puis le surnageant est récupéré et congelé dans des Eppendorf.

1.6.2.4.4.- Mesure de pH

Le pH des milieux de culture est mesuré a 1’aide d’un pH-métre (CORRADINI et al.,
2004).

1.6.2.4.5.- Acidité titrable

L’estimation des acides gras & courte chaine produits par fermentation des sources
carboneées est effectuée par titrage acido-basique. L’acidité est titrée de fagon précise a I’aide
de soude N/9 (Soude Dornic). Un échantillon de 1ml est placé dans un bécher contenant 9ml
d’eau distillée en présence de 0,1 ml de phénol phtaléine a 1%. La soude est ajoutée a la
burette jusqu’au virage au rose de 1’échantillon. La coloration doit persister 10 secondes.
L’acidité est exprimée en degré Dornic qui correspond au nombre de 1/10 de ml de soude
Dornic N/9 nécessaires pour assurer la neutralisation totale de I’acide (GUIRAUD, 1998).

64



Chapitre II

Résultats et discussion



Chapitre 11.- Résultats et discussion

I1.1.- Caractérisation physico-chimique du matériel végétal

Les résultats d’analyses physico-chimiques des différentes parties des plantes
étudiées, sont regroupés dans le tableau 10. Les teneurs en cendres se situent entre
3,64+0,20% pour les graines d’Astragalus armatus et 6,74+1,31% pour les bulbes
d’Urginea noctiflora. Les graines de Plantago notata renferment 6,29+0,59% de cendres
alors que la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius n’en contient que 4,54+0,19%. Le
pourcentage en cendre varie d’une espece veégétale a 1’autre, mais aussi selon les
différentes parties. FEMENIA et al. (1999) signalent 15,37+£0,32% de cendres totales
dans les feuilles d’Aloe barbadensis (Lilliaceae). Elles sont relativement plus élevées que
celles de la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius (4,54+0,19%). Les graines
d’Astragalus armatus renferment 3,64+0,20% de cendres, semblent plus proche de celles
des graines de fenugrec (Trigonella foenum-graecum) soit 3,99/100g (MADHAVA
NAIDU et al., 2011).

Au vu des résultats, il apparait une différence de concentrations en éléments
minéraux selon les especes végétales. La teneur en calcium de 2241+106ppm chez
Asphodelus tenuifolius, est élevée. Elle est suivie de celle de Plantago notata, soit
1118,32+205ppm. Pour Astragalus armatus et Urginea noctiflora, les taux sont
respectivement de 420+138ppm et 337£68ppm, apparaissent relativement faibles. Pour
les teneurs en sodium, dans les différentes parties étudiées des espéces végétales s'averent
semblables. Elles varient, entre 746+190ppm pour la partie aérienne d’Asphodelus
tenuifolius et 940+263ppm pour les graines d’Astragalus armatus. Toutefois, la
concentration en potassium, est beaucoup plus élevée chez Plantago notata
(2047£771ppm) alors qu’elle est faible chez Urginea noctiflora (551+198ppm). En
revanche, les taux de magnésium des différentes parties des végétaux investies, varient
dans une gamme assez large de 189+35ppm (Urginea noctiflora) a 871+261ppm
(Asphodelus tenuifolius). Pour HAMURCU et al. (2010), les différences de
concentrations en eléments minéraux entre les différentes espéces végétales étudiées,
pourraient étre probablement dues a la différence des tissus, a la nutrition des plantes, au
climat et aux états de sol. GUO et al. (2007) signalent des valeurs élevées en calcium
(1500ppm) et en potassium (8500ppm) dans les graines de Plantago ovata, par rapport a
celles des graines de Plantago notata (1118,32+205ppm de calcium et 2047+771ppm de
potassium). DIAZ MEDINA et al. (2007) rapportent des taux de calcium de
535+187mg/kg et 263+76 mg/kg dans les fruits d’Opuntia dillenii et Opuntia ficusindica
(Lilliaceae) respectivement.
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Tableau 10.- Composition chimique et biochimique du matériel végétal etudié

Composition Matériel végétal étudié

P. notata A. tenuifolius  A. armatus U. noctiflora
Protéines (%) 9,25+0,91 5,60+0,39 5,98+0,68 6,44+0,79
Oses totaux (%) 19,86+0,10 13,69+1,05 20,98+1,23 18,78+0,14
Lipides(%) 1,80+0,04 1,93+0,02 1,29+0,09 0,99+0,13
Fibres(%) 51,91+3,04 60,61+1,14  55,62+0,89 63,80+0,82
Cendres (%) 6,29+0,59 4,54+0,19 3,64+0,20 6,74+1,31
Eléments minéraux (ppm):
Ca 1118,32+205 2241+106 420+138 337+68
Na 864+142 746+190 9404263 809 + 237
K 2047771 783177 568+148 551+198
Mg 563+141 871+261 2181112 189+35

Ces teneurs sont plus faibles que celles trouvées dans la partie aérienne
d’Asphodelus tenuifolius. MADHAVA NAIDU et al., (2011), notent chez les graines de
fenugrec (Fabaceae), 1759ppm de calcium, 1990ppm de magnésium, 7700ppm de
potassium et 669ppm de sodium. Ces teneurs sont plus élevées par rapport a celles des
graines d’Astragalus armatus. Mais pour cette méme espéce dans les graines, le sodium
est plus élevé (669ppm). FEMENIA et al. (1999) signalent chez Aloe vera 1,82+0,09%
de sodium, 1,84+0,05% de potassium et un faible pourcentage de magnésium soit
0,90+0,12%. Cependant, DIAZ MEDINA et al. (2007), rapportent des taux de potassium
de 908+251mg/kg de sodium (153+£162 mg/kg) et de magnésium (454102 mg/kg) dans
les fruits d’Opuntia dillenii. Le taux de potassium est plus important par rapport a la
partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius, (783+£177ppm de potassium), alors que les taux
de sodium (153+162 mg/kg) et du magnésium (454+102 mg/kg) chez Opuntia dillenii
sont inférieurs.

Les résultats du tableau 10, montrent que les graines de Plantago notata sont les
plus riches en protéines, avec 9,25+0,91% par rapport a la matiere seche. La partie
aérienne d’Asphodelus tenuifolius et les graines d’Astragalus armatus apparaissent avec
des pourcentages de 5,60+0,39% et de 5,98+0,68%, respectivement. Donc, ils sont plus
proche. Pour les feuilles d’Aloe barbadensis, le taux de protéines est de 7,26+0,33%. Il
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est proche de ceux d’Asphodelus tenuifolius (5,60+0,39%) et d’Urginea noctiflora
(6,44+0,79%) (FEMENIA et al., 1999). DIAZ MEDINA et al. (2007) notent des taux
dans les fruits d’Opuntia dillenii de 0,52+0,12% et d’Opuntia ficus indica (Liliaceae) de
0,90+0,26%, sont faibles comparativement a la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius
(5,60+0,39%) et les bulbes d’Urginea noctiflora (6,44+0,79%). Dans les bulbes
d’Urginea maritima, le taux de protéines de 5,60+£0,39%, est inférieur a celui d’Urginea
noctiflora (6,44+0,79%) (METIN et BURUN, 2010). Les graines de fenugrec n’en
contient que 5% de protéines (MADHAVA NAIDU et al., 2011). Les graines de
Plantago ovata sont constitués de 0,94+0,00% de protéines, sont faible comparées a
celles de Plantago notata (9,25%0,91%) (GUO et al., 2007).

Les fractions de lipides obtenues a partir des différentes matiéres végétales sont
relativement faible et proches les unes des autres, avec un intervalle étroit. Les bulbes
d’Urginea noctiflora contiennent 0,99+0,13% de lipides. La partie aérienne d’Asphodelus
tenuifolius ne renferme que 1,93+0,02%. FEMENIA et al. (1999) remarque un taux de
4,21+0,12% de lipides dans les feuilles d’Aloe barbadensis. DIAZ MEDINA et al.
(2007) signalent des taux faibles dans les fruits d’Opuntia dillenii (0,71+0,19%) et
d’Opuntia ficus indica (Lilliaceae) (0,50£0,13%). Les graines d’Astragalus armatus en
contiennent 1,29+0,09%, moins que celles du fenugrec (6,71+0,01g/100 g) (MADHAVA
NAIDU et al., 2011). Celles de Plantago notata renferment 1,80+£0,04% de lipides. GUO
et al. (2007) signalent des taux de I’ordre de 0,00+0,11% dans les téguments des graines
de Plantago ovata.

Cependant, pour les oses totaux, la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius
renferment 13,69+1,05%. Ils sont 18,78+0,14% et 19,86+0,10% chez Urginea noctiflora
et Plantago notata, respectivement. lls atteignent 20,98+1,23% dans les graines
d’Astragalus armatus ou ils demeurent I'un des composants les plus importants.
FEMENIA et al. (1999) rapportent 16,48+0,18% d’oses totaux dans les feuilles d'Aloe
barbadensis (Liliaceae). Les bulbes d’Urginea noctiflora renferment 82,58+0,96%
d’hydrates de carbone, supeérieurs a ceux de la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius
(74,30 2,19%), d’Allium sativum (73,03£0,06%), et d’Allium cepa (76,71+£0,11%)
(ONYEIKE et al., 1995). Les graines de Plantago notata n’en posséde qu’un taux faible
(71,77+£3,14%) par rapport aux téguments des graines de Plantago ovata (84,98+4,26%)
(GUO et al., 2007). Les graines d’Astragalus armatus sont riches en fibres brutes avec
55,62+0,89% par rapport a celles des graines de fenugrec (51,2+0,28%) (MADHAVA
NAIDU et al., 2011). Les bulbes d’Urginea noctiflora et les graines d’Astragalus
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armatus peuvent étre des sources de polysaccharides.

I1.2.- Teneurs en polyphénols, en flavonoides et pouvoirs antioxydants

Dans le tableau 11, sont consignés les résultats sur le rendement d’extraction, les
taux de polyphénols totaux, de flavonoides, et les activités anti-oxydantes (AAQ) de
polyphénols des extraits.

Tableau 11.-Rendement d’extraction, teneur enphénols totaux, en flavonoides et activités
antioxydantes (AAO) des extraits

Rendement Polyphénols Flavonoides AAO

(%) (mgGAE/qQ) (mg RE/g) (mgVCE/qg)
Plantago notata
Hexane 1,52 1,43+0,12 1,04+0,08 0,360, 65
Chloroforme 4,94 3,60+0,00 1,76+0,35 1,057+0,44
Acétate d'éthyle 1,08 1,74+0,26 1,55+0,97 0,67+0,00
Ethanol 7,4 4,81+1,24 2,87+0,06 4,18+0,99
Asphodelus tenuifolius
Hexane 0,73 0,59+0,16 0,45+0,02 0,17+0,02
Chloroforme 2,23 1,08+0,28 0,91+0,1 1,49+0,01
Acétate d'éthyle 2,4 3,88+0,50 2,54+0,63 3,76x0,05
Ethanol 7,43 10,8+1,84 8,33+1,67 5,65+0,13
Astragalus armatus
Hexane 8,08 6,54+0,07 5,78+0,11 3,25+0,00
Chloroforme 2,39 1,93+0,24 0,47+0,00 1,312+0,78
Acétate d'éthyle 1,11 0,90+0,18 0,38+0,18 0,012+0,004
Ethanol 6,03 2,78+1,04 1,99+0,05 2,59+0,36
Urginea noctiflora
Hexane 0,81 0,48+0,28 1,58+0,06 0,11+0,05
Chloroforme 2,18 1,19+0,50 0,81+0,14 1,32+0,01
Acétate d'éthyle 2,6 4,66+0,16 4,2+0,21 3,76x0,02
Ethanol 6,53 9,81+1,84 8,03+1,67 4,56+0,13

L’extrait & I’hexane des graines d'Astragalus armatus a un rendement de 8,08%.
Les trois autres extraits, dont celles a I’éthanol de la partie aérienne d’Asphodelus
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tenuifolius (7,43%), des graines de Plantago notata (7,4%) et des bulbes d’Urginea
noctiflora (6,53%), présentent les rendements les plus élevés. Cette différence peut étre
attribuée a la présence de composés lipophiles (acides gras, caroténoides) de poids
moléculaire élevé plus soluble dans le premier solvant qui est ’hexane. Pour les extraits
au chloroforme, les rendements moyens, sont de 2,18%, 2,23%, et 2,39% chez Urginea
noctiflora et Asphodelus tenuifolius, et Astragalus armatus respectivement, avec un
pourcentage maximum de 4,94% pour les graines de Plantago notata.

Pour les composés phénoliques des extraits de plante, les teneurs varient entre
0,48+0,28 et 10,8+1,84mgGAE/g de la matiére séche. Les taux élevés en composés
phénoliques, sont notés pour les extraits éthanoliques d’Urginea noctiflora avec
9,81+1,84 mgGAE/g et d’Asphodelus tenuifolius avec 10,8+1,84 mgGAE/g. Les teneurs
obtenues pour les extraits a I’héxane, sont de 0,48+0,28mgGAE/g pour Urginea
noctiflora et 0,59+0,16mgGAE/g pour Asphodelus tenuifolius. Ces valeurs sont plus
faibles. La quantification des phénols totaux, laisse apparaitre que les extraits polaires
(d’acétate d'éthyle et d’éthanol) d’Urginea noctiflora (14,47mgGAE/g) et d’Asphodelus
tenuifolius (14,68 mgGAE/g), sont les plus riches en composés phénoliques. Tandis que,
la teneur la plus élevée en composés phénoliques des graines d’Astragalus armatus
(8,47mgGAE/g) est remarquée dans les extraits apolaires (hexane et chloroforme). Les
especes végétales appartenant a la famille des Lilliaceae (Asphodelus tenuifolius et
Urginea noctiflora), présentent les quantités en phénols totaux appréciables par rapport
aux especes des autres familles tels que Plantago notata (11,58 mgGAE/Q) et Astragalus
armatus (12,15mgGAE/g). DJERIDANE signale que [I’extrait hydro-alcoolique
(méthanol/eau; 80/20: V/V), pendant 48 heures a température ambiante de la partie
aérienne de Plantago ciliata, renferme 2,41+0,03mgGAE/g de phénols totaux, semble
plus faible que celles des graines de Plantago notata.

La détermination des polyphénols totaux dans divers tissus d’especes du genre
Plantago a prouvé que les feuilles renferment la plus grande quantité en ces composés. Il
est remarqué 10,15% dans de la sous-espece Plantago holosteum holosteum. Les fleurs
renferment la moitié de la totalité en polyphénols chez Plantago argentea (5,56%). Ce
taux est moindre dans les tiges avec un maximum de 4,34% chez la sous-espece Plantago
scopulorum holosteum (JURISIC GRUBESIC et al., 2005). Pour LIM et al. (2011), les
concentrations en composés phénoliques totaux des extraits de graines d’Astragalus
sinicus L., dépendent du solvant d'extraction. L’extrait acétonique donne le meilleur
rendement (27,95mg/g), suivi par les extraits d'éthanol (21,97mg/g), d'hexane
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(16,14mg/qg), et enfin I'eau (6,78mg/g). Les concentrations sont environs 4 fois plus
élevées par rapport a celles d’Astragalus armatus. Cependant, une telle extraction par
graduation de polarité ne donne pas que les polyphénols mais probablement d’autres
substances non phénoliques tels que les oses, les protéines et les pigments qui peuvent
interférer pendant le dosage des phénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu. Par
contre, la méthode d’extraction par graduation de polarité a montré son efficacité pour
épuiser la plante de ces composés phénoliques.

L’augmentation du métabolisme des composés phénoliques dans certaines plantes
étudiées, d’origine saharienne peut étre liee aux conditions de stress climatiques (les
températures élevées, 1’exposition au soleil, la secheresse, la salinité...) (RAI et
CARPINELLA, 2006).

Pour les taux en flavonoides d’Asphodelus tenuifolius et d’Urginea noctiflora, les
teneurs les plus élevés sont de 10,87+2,30mgRE/g et 12,23+1,88mgRE/qg,
respectivement. Les faibles teneurs sont notées avec les extraits apolaires de Plantago
notata (2,80+0,44mgRE/g) et les extraits polaires d’Astragalus armatus
(3,68+1,22mgRE/g). DJERIDANE (2008) rapporte que I’extrait hydro-alcoolique
(méthanol/eau; 80/20: V/V) pendant 48 heures a température ambiante de la partie
aérienne de Plantago ciliata renferme 2,31+0,01mg/g équivalent en catéchine de
flavonoides, semble proche de celle de I’extrait éthanolique des graines de Plantago
notata, soit 2,87+0,06mgRE/g. Les racines d’Astragalus membranaceus contiennent
11,51+0,03mg/g de flavonoides totaux (KUO et al., 2009). L'extrait d’acetone des
graines d’Astragalus sinicus L., renferme des quantités supérieures en flavonoides totaux
(17,52mg/g) que celle a I'éthanol (13,57mg/g), a I'hexane (9,34mg/g), et a l'eau
(5,17mg/g) (LIM et al., 2011). Elles sont plus supérieures a celles des flavonoides dans
les extraits d'éthanol (1,99+0,05mgRE/g), d'hexane (5,78+0,11mgRE/g) des graines
d’Astragalus armatus. Au vu des résultats, les teneurs en phénols totaux et en flavonoides
sont fortement affectées par les solvants d'extraction.

Les résultats d’activités anti-oxydantes obtenus, sont exprimés en milligramme
(mg) équivalent vitamine C par gramme de matiére séche (mgVCE/qg). Les valeurs des
activités anti-oxydantes des extraits varient entre 0,012+0,004mgVCE/g et
5,65+0,13mgVCE/g pour I’extrait a I’acétate d'éthyle des graines d’Astragalus armatus et
I’extrait éthanolique de la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius respectivement. Les
valeurs élevées en polyphénols indiquent une activité antioxydante relativement
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importante. C’est le cas de I’extrait éthanolique des bulbes d’Urginea noctiflora
(4,56+0,13mgVCE/g), de [D’extrait éthanolique de la partie aérienne d’Asphodelus
tenuifolius (5,65+0,13mgVCE/Q), de I’extrait a I’acétate d'éthyle de la partie aérienne
d’Asphodelus tenuifolius (3,76£0,05 mgVCE/g), et de I’extrait a I’héxane des graines
d’Astragalus armatus (3,25+0,00mgVCE/g). L'activité antioxydante de I'extrait a
I’acétone des graines d’Astragalus sinicus L., montre une capacité a neutraliser le radical
libre DPPH puissante de 95,1% a 10mg/ml, une activité antiradical hydroxyle de 89,4% a
15 mg/ml, et une activité de balayage d'anion superoxyde de 74,5% a 15 mg/ml (LIM et
al., 2011). L’extrait hydro-alcoolique (méthanol/eau; 80/20 : V/V) de la partie aérienne
de Plantago ciliata montre un pouvoir antioxydant exprimé en concentration inhibitrice
de 50% de l'activité de DPPH, de 3,40+0,04mg/l (DJERIDANE, 2008). Les activités de
piégeage des radicaux de DPPH vont de 92,5 a 95,1 pour les extraits d’acétone, de 82,7 a
84,1 pour I'éthanol, de 71,8 a 75,8 pour I'hexane, et de 54,3 a 55,9% pour I'eau, pour des
concentrations allant de10 a 20mg/ml des graines d’Astragalus sinicus L. Les activités de
balayage de radical hydroxyle des extraits des graines d'Astragalus sinicus, sont classées
en acétone >éthanol>hexane>eau (LIM et al., 2011). De nombreuses études, signalent
une relation étroite entre l'activité antioxydante et la quantité de composés phénoliques
totaux ou en flavonoides totaux. La mesure de l'activité antioxydante des extraits de
différentes sources végétales est en conformité avec les quantités de composés
phénoliques et des flavonoides préesents.

11.3.- Composition des extraits de polysaccharides hydrosolubles

Le tableau 12 donne les rendements et la composition des extraits de
polysaccharides hydrosolubles des différentes parties des plantes investies. Il apparait que
les rendements massiques d’extraits de polysaccharides hydrosolubles par rapport aux
matieres seches sont de 2,13% dans la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius, 4.21%
dans les graines d’Astragalus armatus, 5,33% dans les bulbes d’Urginea noctiflora et
8,27% dans les graines de Plantago notata. YIN et al. (2012) signalent un rendement de
6,2% de polysaccharides hydrosolubles extraits a chaud dans les graines de Plantago
asiatica L.. Ce rendement, est inférieur, a celui des graines de Plantago notata, soit
8,27%. Le rendement massique de polysaccharides hydrosolubles de la partie aérienne
d’Asphodelus tenuipholius (2,13%), est supérieur de celui du cactus d'Opuntia ficus
indica (Lilliaceae) (1,33%) (SEPULVEDA et al., 2007) et d’Opuntia milpa alta (0,65%)
(CAl et al., 2008).
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Tableau 12.- Rendements et composition des extraits de polysaccharides hydrosolubles

Matériel végétal

P. notata A. tenuifolius  A. armatus U. noctiflora

Rendement (%) 8,27 2,13 4,21 5,33
Humidité (%) 6,23 £0,07 8,23+0,03 7,88+0,23 10,97+0,16
Cendres (%) 4,17 +0,22 8,62 +0,43 5,79 £0,14 3,65+0,08
Protéines (%) 1,34+0,31 1,89+0,56 1,96+0,78 2,30+0,09

Oses totaux (%) 78,92+1,10 80,86x1,80  82,42+1,40 85,44+1,28
Oses neutres (%) 56,84+0,43 70,58+0,57  78,42+0,29 84,53+0,37
Acides uroniques (%) 22,08+0,78 10,28+1,29  3,89+1,11 0,91+0,91

Le rendement d’extraction des polysaccharides hydrosolubles, a partir des graines
de Cassia ovata (Fabaceae), est de 3,2%. Il est proche du rendement d’Astragalus
armatus, soit 4,2% (KUMAR et al., 1990). En revanche, ZHANG et al.(2011) notent
10,73% de polysaccharides chez Astragalus mongholicus, dans la plante entiére. Cette
valeur est nettement supérieure a celle d’Astragalus armatus, soit 4,2%. L’optimisation
des conditions d’extraction des polysaccharides hydrosolubles des bulbes de Lilium
lancifolium Thunb par YOU et al. (2010), donne des rendements allant de 6,54% jusqu’a
8,12%. De méme, il a été constaté que le rapport du solvant par rapport a la matiere
premiere et la température d’extraction, ont un effet important sur le rendement
d'extraction des polysaccharides. L’extraction des polysaccharides hydrosoluble des
graines d’Asparagus oficinalis (Lilliaceae) grossierement dépouillées de leurs téguments
et finement broyées, et apres élimination des lipides montre un rendement de 6,9%
(JAKIMOW-BARRAS, 1973). Certes, le rendement massique de polysaccharides
hydrosolubles d’extraits des feuilles dépend de 1'état éco-physiologique de la plante,
notamment I'accumulation de fructane chez la chicorée est induite en cas de stress
hydrique et nitrique. En outre, ce polymére est dégradé au cours de refleurissement de la
plante au printemps (BUCKERIDGE et al., 2000). De méme, le type de polysaccharide et
la procédure d'extraction comme la décoction, la macération, le type et la quantité de
solvant, etc., agissent aussi sur le rendement massique de polysaccharides hydrosolubles
d’extraits des feuilles (EBRINGEROVA et al.,, 2003). Le rendement d’extrait des
polysaccharides hydrosoluble a partir des racines d'Astragalus membranaceus est de
0,67% de la matiére fraiche (LI et ZHANG, 2009). L’extraction des polysaccharides
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hydrosolubles a chaud représente 8,81+0,179g/100g de racines seches d’Astragalus
membranaceus, apparait le double de celui d’Astragalus armatus, soit 4,21% (NIU et al.,
2011).

La teneur en oses totaux représente la somme des oses neutres et des acides
uroniques (WU et al., 2007). Les oses totaux, sont les composants majeurs des extraits
polysaccharidiques et leurs teneurs sont presque semblables. Elles représentent
78,92+1,10% de D’extrait polysaccharidique de Plantago notata et 85,44+1,28% de
I’extrait polysaccharidique d’Urginea noctiflora. Une différence appréciable des taux
d’acides uroniques entre les extraits polysaccharidiques, est perceptible. L’extrait
polysaccharidique de Plantago notata est constitue de 22,08+0,78% d’acides uroniques
et celui d’Asphodelus tenuifolius renferme 10,28+1,29%, tandis que les extraits
polysaccharidiques d’Astragalus armatus et d’Urginea noctiflora, sont constitués de trés
faible quantité en acide uroniques. Il apparait que les extraits polysaccharidiques de
Plantago notata et d’Asphodelus tenuifolius sont constitués de polysaccharides
hétérogénes neutres et acides. Les polysaccharides d’Astragalus armatus et d’Urginea
noctiflora sont de type neutre.

Les polysaccharides hydrosolubles extraits des graines de Plantago asiatica
renferment 3,01+0,11% de cendres, 1,24+0,05% de protéines et 87,80+0,10% d’oses
totaux. Les taux de cendres et de protéines sont inférieurs a ceux de Plantago notata
(4,17+0,22% et 1,34+0,31%). Tandis que la teneur en oses totaux, est nettement
supérieure de celle de Plantago notata, soit 78,92+1,10%. L’étude de FEMENIA et al.
(1999) sur les polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'Aloe barbadensis (Lilliaceae)
donne 7,41+0,54% de cendres et 79,95+2,12% d’oses totaux, sont proche de ceux
d’Asphodelus tenuifolius, soit 8,62+0,43% et 80,86+1,80%, respectivement. Le taux en
protéines est trés élevé, soit 10,12+0,65% par rapport a celui d’Asphodelus tenuifolius
(1,89+0,56%). NIU et al. (2011) signalent 1,10+0,11% des teneurs en protéines totales
dans I’extrait polysaccharidique des racines d’Astragalus membranaceus, inférieur a
celui d’Astragalus armatus (1,96+0,78). L’étude de la composition de I’extrait des
polysaccharides de la partie aérienne d'Astragalus mongholics Bunge, effectuée par
KIYOHARA et al. (2010) montre 88,93% d’oses totaux, 6,78 d’acides uroniques, et
5,64% de protéines. Ces pourcentages sont supérieurs a ceux d’Astragalus armatus.
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11.4. - Caractérisation des polysaccharides

La caractérisation structurale des polysaccharides porte sur la détermination de la
composition molaire en monosaccharides.

11.4.1.- Caractérisation des résidus glycosidiques

La caractérisation des résidus glycosidiques des polysaccharides, est réalisée par
GC-MS apres hydrolyse et triméthylsilylation, puis confirmée par HPAEC-PAD. Le
rendement d’hydrolyse est trés dépendant des conditions opératoires. La stabilité des
monosaccharides libres en solution nécessite la mise au point de conditions optimales
d’hydrolyse pour chaque extrait de polysaccharides.

11.4.1.1.- Optimisation des conditions d’hydrolyse

Les conditions optimales d’hydrolyse, sont notées par le nombre maximum de
taches qui correspond aux oses simples, avec moins de dégradation et d’alternance qui
apparait sous forme de trainées au CCM avec augmentation des taux de composés
furfuraliques.

11.4.1.1.1.- Suivi d’hydrolyse des polysaccharides hydrosolubles par CCM

Le suivi par CCM de I'hydrolyse par I'acide trifluoroacétique 0,5M, 2M et 4M a
été meneé pour une durée de 5 heures a 80°C et a 100°C, pour 2 systemes
chromatographiques. Le systemel pour le suivi de 1’apparition et ou la disparition des
oligosaccharides (MEZZET]I et al., 1971) et le systéme 2 pour le suivi de ’altération des
oses simples (RUIZ, 2005). Les différentes conditions d'hydrolyse sont discutées selon
les rapports frontaux des spots des hydrolysats des polysaccharides.

11.4.1.1.1.1.- Hydrolyse par le systeme 1 (par CCM)

L hydrolysat des polysaccharides hydrosolubles issus des différentes plantes dans
divers conditions d’hydrolyse, sont soumis a 1’analyse dans les conditions du systéme
1par CCM.

11.4.1.1.1.1.1.- Astragalus armatus

Le suivi de I'hydrolyse des polysaccharides hydrosolubles d’Astragalus armatus a
80°C et a 0,5M TFA (fig. 9a), montre a 30mn 02 taches de Rf 0,36 et 0,44. A 1h, 2
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nouvelles taches de R 0,05 et 0,12, puis a 2h des taches de Rf 0,23 et 0,25, ont apparu
(annexe 01). Elles deviennent 06 taches persistantes jusqu'a 5heures avec une nouvelle
tache de Rf a 0,47, qui semble représentée un ose simple selon les étalons (tableau 9),.
L'hydrolyse a 2M TFA et a 80°C (fig. 9c), augmente le nombre de tache jusqu'a 06 en
30mn et 1h. Apres 2h, la tache de Rf 0,52 apparait, avec progression de 1’intensité des
taches de R¢0,02, 0,05, 0,11, 0,23, 0,37, 0,44, 0,52. A 4M TFA (fig. 9e), il s’observe 07
taches en 30mn. Elles persistent aprés 1h, 2h, 3h et de méme aprés 4h d’hydrolyse. Ils ont
comme Rf 0,03, 0,07, 0,17, 0,32, 0,47, 0,53, 0,62. Cependant, apres Sh d’hydrolyse, se
remarque la disparition de la tache de R¢ 0,62.

Tableau 13.-Rapport frontal (Rr) des étalons des oses dans les deux systéemes de

CCM
Type d’ose Systeme 01 Systeme 02
Arabinose 0,42 0,48
Galactose 0,35 0,47
Glucose 0,40 0,38
Mannose 0,44 0,49
Xylose 0,62 0,56
Fructose 0,50 0,52
Acide glucuronique 0,26 0,42

L augmentation de la température & 100°C, montre que I’hydrolyse a 0,5M TFA
pendant 30mn (fig.9b), donne 3 taches de Rf 0,20, 0,33 et 0,39. Apreslh, la tache de Rf
0,10, a apparue. De plus I'nydrolyse a 2M TFA a100°C (fig.9d) a donné 6 taches de Rf
0,06, 0,13, 0,27, 0,41, 0,47 et 0,56 en 30mn qui persistent apres 1h. En 2h, il est
remarqué la disparition de la tache de Rf 0,06. A partir de 3hlestachesde Rf 0,14, 0,27,

ont disparue. L'hydrolyse a 4M (fig.9f), montre 6 taches en 30mn. Apres 2h, est
remarquée la disparition des taches de Rf 0,18, 0,23 et 0,60. A 5h, est notée la disparition

de la tache de Rf 0,15 avec diminution de I’intensité des taches de Rf 0,43 et 0,50.

11.4.1.1.1.1.2.- Plantago notata

L'hydrolyse aprés 30mn des polysaccharides hydrosolubles de Plantago notata a
80°C et a 0,5M TFA (fig. 10a), laisse remarquer 3 taches de Rf 0,44, 0,49, et 0,54.
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Figure 9.- Chromatogrammes des hydrolysats des polysaccharides d’4.armanus, systeme 1
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Figure 10.- Chromatogrammes des hydrolysats des polysaccharides de P.notata, systeme 1
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Aprés 1h des nouvelles taches de Rf 0,11, 0,18, 0,21, 0,32, et 0,39, apparaissent
(annexe 03). Au-dela de 5h, la disparition des taches de Rf 0,18 et 0,49, est perceptible.
L'hydrolyse & 2M TFA pendant 30mn montre 9 taches de Rf 0,02, 0,09, 0,14, 0,18,
0,21, 0,37, 0,42, 0,47, et 0,53 (fig. 10c), et 10 taches en 1h et puis 2h. 3h aprés, il est
remarqué la disparition des taches de Rf 0,18, 0,21, et 0,25. Le suivi d'hydrolyse avec
4M TFA a 80°C (fig.10e) montre 6 taches en 30min, mais dans 2h est signalé
I’apparition d’une nouvelle tache de Rf 0,15 avec diminution de l'intensité de la tache

de Rf 0,37.

Le suivi d'hydrolyse des polysaccharides de Plantago notata a 100°C et a 0,5M
TFA (fig. 10b) montre 14 taches de Rf 0,06, 0,09, 0,10, 0,13, 0,16, 0,20, 0,24, 0,26, 0,31,
0,34, 0,40, 0,48, 0,52, et 0,58 en 30mn.

Aprés 1h d'hydrolyse, est observé la disparition des taches de Rf 0,06, 0,09, 0,10,
0,24, 0,26, 0,34, et 0,52 qui semblent étre des oligosaccharides. L'hydrolyse aprés 2h
montre la disparition des taches, dont celle de Rf 0,31. L’hydrolyse a 2M TFA et a
100°C (fig. 10d) montre 3 taches aprés 30mn, et aprés 1h, apparaft des taches de Rf
0,12 et 0,18. A partir de 4h la tache de Rf 0,12, n’est plus perceptible. L’hydrolyse a 4M
TFA a 100°C pour le systeme 01 (fig. 10f), a 30mn montre 8 taches de Rf 0,06, 0,29,
0,34, 0,41, 0,46, 0,52, 0,57, 0,67. Aprées 2h, les taches de Rf 0,34 et 0,41, disparaissent,
puis en 3h la tache de Rf 0,52 n’apparait plus. Elle est suivie d’une diminution de
I’intensité des taches de Rf 0,67, 0,57, et 0,52. L’hydrolyse a 4 h et a 5h montre la
dégradation de la tache de Rf 0,04 et la diminution de I’intensité de la tache de Rf 0,60.

11.4.1.1.1.1.3.- Urginea noctiflora

L'hydrolyse des polysaccharides hydrosolubles d’Urginea noctiflora a 0,5M TFA
et a 80°C, donne 5 taches en 30mn. Apres 1h, puis 2h, il est noté des R¢ 0,17, 0,25, 0,30,
0,36 et 0,40 (fig. 11a). Ce nombre chute a 04 spots. Au-dela de 3h et a 4h d’hydrolyse,
disparait la tache de Rf 0,25 (annexe 05). Mais a 5h, se remarque 1’apparition de 2
nouveaux spots de Rf 0,54, 0,67, 0,74. Pour I'hydrolyse a 2M TFA (fig. 11c), la
dégradation des taches est proportionnelle au temps, dont a 30mn et a 1h est noté 9 taches
de Rf 0,12, 0,16, 0,21, 0,23, 0,25, 0,28, 0,30, 0,34 et 0,42. En 2h, il est remarqué la

disparition de 2 taches, et I’apparition de nouvelle tache aprés 3h.
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Figure 11.- Chromatogrammes d’hydrolysats des polysaccharides d”U. noctiflora, systéme 1
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Enfin apres 5h, sont restées 3 taches. Pour I'nydrolyse a 4M TFA (fig. 11le) a
30mn, 1h, 2h, il est noté 4 taches de R¢ 0,28, 0,32, 0,50 et 0,59. A 3h la tache de R 0,32,
a apparu. Sont observées deux nouvelles taches de Rf 0,23 et 0,35 a 4h. Elles
disparaissent a 5h.

L’hydrolyse a 100°C avec 0,5M TFA (fig. 11b), est stable dans le temps. Il est
remarqué 3 taches de méme Rr 0,23, 0,29, 0,37 avec diminution de I’intensité des taches
en 4h et en 5h d’hydrolyse. Mais avec 2M TFA et a 100°C (fig. 11d), I’hydrolyse dans le
temps, a donné une seule tache de méme Rf 0,48. A 4M TFA (fig. 11f), I’hydrolyse a
30mn permet d'observer 05 taches et dans 2h, il est remarqué 1’apparition de la tache de
Rr 0,58 et aprés 3h. Il reste une seule tache de Rf 0,50, a cause de la disparition des taches
de R¢ 0,21, 0,26, 0,37, 0,43, 0,58 qui se dégradent totalement avec diminution de
I’intensité de la tache de Rs 0,50.

11.4.1.1.1.1.4.- Asphodelus tenuifolius

Le suivi d'hydrolyse a 80°C et a 0,5M TFA (fig. 12 a) montre que le nombre des
taches augmente dans le temps, dont a 30mn il se remarque I’apparition de 2 taches de Rt
0,44 et 0,49, ensuite 9 taches apres 1h, et 10 taches a partir de 2h (annexe 01). Ainsi, il se
remarque la condensation de la tache de Rf 0,49 qui semble représentée un ose simple
selon les Ry des étalons (tableau 13), et la diminution de l'intensité de la tache du Rf 0,53.
L’augmentation de la concentration de 1’acide TFA a 2M permet d'observer 6 taches
durant tout le temps d’hydrolyse (fig. 12c). L'hydrolyse a 4M TFA et a 80°C montre
I’apparition de 9 taches des les 30mn, qui persistent pendant 2h, mais la disparition de la
tache de R 0,06 se remarque, et la condensation de celle de Rf 0,52 aprés 3h d’hydrolyse
(fig. 12e).

L'hydrolyse & 0,5M TFA et a une température de 100°C permet d'observer 4 taches
en 30 mn. Apres une heure d’hydrolyse, il est noté ’apparition de nouvelles taches avec
des Rs respectifs de 0,25, 0,35, et 0,57, qui persiste jusqu’a Sheures (fig. 12b). Une heure
d’hydrolyse, est suffisante car elle est efficace, au vu du nombre de spots. Tandis que,
I'nydrolyse a 2M TFA et a 100°C (fig. 12d) permet d'obtenir 7 taches en 30mn (annexe
02). La tache de Rf 0,06 qui semble étre un oligosaccharide, disparait apres 2h. Il ne reste
que 6 taches.

La figure 12f, est le résultat de I'nydrolyse a 4M TFA et a 100°C. Aprés 30mn
d'hydrolyse, 7 taches se remarquent, et apres 1h la tache de R¢ 0,06, disparait.
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11.4.1.1.1.2.- Suivi d’hydrolyse par le systéeme 2 par CCM
11.4.1.1.1.2.1.- Astragalus armatus

L'hydrolyse a 0,5M TFA et a 80°C (fig. 13a) permet d'observer en 30mn 6 taches
de Rf 0,11, 0,16, 0,23, 0,31, 0,43, 0,52 qui persistent jusqu'a 5h (annexe 02). Mais
I'nydrolyse a 2M et a 30mn (fig. 13c), permet d’observer 5 taches de Rf 0,14, 0,17, 0,25,
0,46 et 0,56. Ainsi a 5h, des nouvelles taches de Rf 0,11, 0,30, 0,40, sont notées avec
dégradations des taches de Rf 0,14 et 0,34. L'hydrolyse a 4M TFA (fig. 13e) permet
d'observer 08 taches en 30mn. Aprés une heure est remarquée la disparition de la tache de
R 0,03 et la tache de R¢ 0,60, est observée. En 3h la tache de Rf 0,07, s’est dégradée.

L'hydrolyse a 100°C et a 0,5M TFA (fig. 13b), montre 7 taches de Rf 0,03, 0,07,
0,13, 0,24, 0,35, 0,40, 0,48 a partir de 30 mn, qui deviennent 06 taches a 4h et a 5h, a
cause de la disparition de la tache de Rf 0,03. Les résultats d’hydrolyse a 2M TFA (fig.
13d), a 30mn donne 08 taches de R¢ 0,03, 0,09, 0,20, 0,26, 0,45, 0,50, 0,60 et 0,65 et
aprés 1h d’hydrolyse, on note la disparition des taches de Rf 0,20, 0,26, 0,65 avec
apparition des taches de R 0,18, 0,31. Aprés 3h d’hydrolyse, la tache de Rf 0,36, a
apparue. En revanche, apres 4h, les taches de Rf 0,03, 0,09, 0,18, ont disparu. A 5h, se
remarque la diminution de I’intensité des taches de Rf 0,31 et 0,36. L hydrolyse a 4M
TFA et a 100°C (fig. 13f) a 30mn permet d’obtenir 7 taches. Aprés lh se remarque la
disparition des taches de R¢ 0,35 et 0,42 avec apparition de la tache de R 0,07, mais aprés
2h la tache de Rf 0,21 a disparu et la tache de Rf 0,13 a apparue. En 5 heures les taches de
R 0,07, 0,28 et 0,63, ont disparu avec diminution de I’intensité¢ des taches de Rf 0,48 et
0,54.

11.4.1.1.1.2.2.- Plantago notata

L’hydrolyse a 0,5M TFA et a 80°C (fig. 14a) montre une augmentation du nombre
de tache dans le temps, 2 taches de R¢ 0,48 et 0,53 pendant 1h, 5 taches aprés 2h, 8
taches aprés 3h. Au-dela de 5h, se remarque la disparition des taches de Rf 0,13 et 0,37
(annexe 04). L'hydrolyse a 2M a 80°C (fig. 14c) donne 07 taches a 30mn et 12 taches en
2h. Aprés 3h, il est observé la disparition des taches de Rf 0,21, 0,32, et 0,38 et
I’apparition de la tache de Rf 0,35. A 4M TFA (fig. 14e), est apparue 08 taches en 30mn,
qui persistent apres 1h, 2h, 3h, et 4h, mais a 5h, se remarque la disparition de la tache de
Rt 0,06.
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Figure 12.- Chromatogrammes d’hydrolysats des polysaccharides d'4. zenuifolius, systeme 1
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Figure 13 - Chromatogrammes des hydrolysats des polysaccharides d’4.armatus, systeme 2
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Le suivi d'hydrolyse a 100°C et a 0,5M TFA (fig. 14b) montre 12 taches de Rt
0,07, 0,10, 0,13, 0,17, 0,21, 0,25, 0,32, 0,35, 0,42, 0,47, 0,50 et 0,56 & 30mn et apreés 1h
est remarque la disparition des taches de Rt 0,10, 0,13, 0,17, 0,21, 0,35 et 0,50. De méme,
a 2h la tache de Rf 0,32, disparait. L'hydrolyse a 2M TFA et a 100°C (fig. 14d) donne 5
taches a partir de 30mn. Aprés 4h d’hydrolyse, les taches de Rf 0,06 et 0,18,
disparaissent. Toutefois, la tache de Rf 0,33, n’apparait qu’aprés 5h d’hydrolyse, de
méme que les taches de Rf 0,33, 0,44, et 0,58, avec condensation de la tache de Ry 0,65.
Enfin, I’hydrolyse a 4M TFA (fig. 14f) donne 4 taches & 30mn et en 1h est remarquée
I’apparition de la tache de Rf 0,30. Pour I’hydrolyse a 2h, il est observé de nouvelles
taches de R¢ 0,11 et 0,23. L hydrolyse aprés 4h laisse apparaitre une nouvelle tache de Rt
0,63.

11.4.1.1.1.2.3.- Urginea noctiflora

Le suivi d'hydrolyse a 80°C avec 0,5M TFA (fig. 15a) en 30mn permet d’obtenir 4
taches de Rf 0,25, 0,33, 0,38, 0,48. Aprés 1h, il n’est resté qu’une seule tache de Rf
0,48. Mais en 2h, sont remarquees 3 taches avec apparition de 2 nouvelles taches de
Rf 0,12 et 0,16 (annexe 06). Pour 3h, elles deviennent 05 taches avec apparition des

spots de Rf 0,21et 0,25. En 5h, les taches sont sous formes de trainées et, il ne reste
qu’une seule tache de Rf 0,48. A 2M TFA (fig. 15c), sont observées 4 taches en 30mn
et, en 1h se remarque la disparition de la tache de Rf 0,34 et en 2h 1’apparition des taches
de Rf 0,23 et 0,61. Puis en 3h, est notée la disparition de la tache de Rf 0,23. A 5h, il
reste seulement 3 taches, aprés la disparition de la tache de Rf 0,40. Pour
I'nydrolyse a 4M TFA (fig. 15e) & 30mn, est remarquée 05 taches qui évoluent & 06
taches en 1h. A 4h est remarquée la disparition de la tache de Rf 0,65 et apparition des
taches de Rf 0,62, 0,67. Il est noté la disparition des taches de Rf 0,30, 0,40, 0,67, a 5h
d’hydrolyse.

L’hydrolyse a 100°C et a 0,5M TFA (fig. 15b) laisse apparaitre en 30mn 4 taches
qui vont se dégrader a 4h et 5h d’hydrolyse. Pour I’hydrolyse a 2M TFA a 100°C (fig.
15d), a 30mn, se remarque 4 taches. Aprés 2h la tache de R¢ 0,54, est apparue et a partir
de 3h. La disparition de la tache de Rf 0,38 et apparition de la tache de Rf 0,43, sont
observées. Les résultats d’hydrolyse a 4M TFA et a 100°C (fig. 15f), montrent 6 taches
en 30mn. Aprés 1h, il y a disparition des taches de Rf 0,15 et 0,61, et apparition des
taches de R 0,13, 0,18, 0,63, 0,73. Aprés 2 h d’hydrolyse, toutes les taches précédentes
disparaissent, seule la tache de Rf 0,63, persiste.
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De méme, de nouvelles taches, apparaissent de Rf 0,31, 0,41, 0,49, 0,57. A partir de
3h, les taches de Rf 0,31, 0,41, 0,49, 0,57, 0,63, ont disparu et la tache de Rf 0,52,
apparait.

11.4.1.1.1.2.4.- Asphodelus tenuifolius

Parallélement, le systeme 02, a 80°C et a 0,5 M TFA (fig. 16a), donne moins de
taches par rapport au systéme 1. A 30mn, il est remarqué une seule tache de Rf 0,48 et a 2
h, 5 taches de Rf 0,23, 0,36, 0,48, 0,53, et 0,61. La disparition des taches apres 3h, puis a
4h, et a 5h, est notée. L'hydrolyse a 2M (fig. 16¢), montre 5 taches a 30min. Ce nombre
atteint 10 taches en une heure d’hydrolyse et persiste jusqu’a Sheures. A 4M TFA (fig.
16e), est remarqué 07 taches de 30mn jusqu'a 5h, de R¢ 0,18, 0,27, 0,31, 0,40, 0,53, 0,55
et 0,64. La condensation des taches de Rf 0,53 et 0,55, est perceptible. A cet effet, il faut
signaler que I'nydrolyse a 30mn, est suffisante pour la libération des oses simples.

L'hydrolyse a 0,5M TFA et a 100°C (fig. 16b) donne en 30mn puis a 1h
I’apparition de 2 taches de Rf 0,44 et 0,48. L'hydrolyse a 2h laisse remarquer 1’apparition
des nouvelles taches de R¢ 0,08, 0,26, et 0,42. Toutefois, la tache de Rr 0,44, se dégrade.
L’augmentation de la concentration d’acide a 2M TFA (fig. 16d) a 30mn, donne 05
taches de Rf 0,12, 0,21, 0,37, 0,53, et 0,59, puis aprés 1h la tache de Rf 0,12, disparait.
Aprés 3h la tache de Rr 0,43, apparait. Apres 4h d’hydrolyse, il se remarque 1’apparition
de la tache de R 0,16. A 4M TFA (fig. 16f), il est observé 7 taches dans le temps
d’hydrolyse. L'hydrolyse pendant 30mn, semble suffisante.

11.4.1.1.2.- CCM des étalons

La détermination des Rf d’oses étalons en différentes conditions d’hydrolyse,
permet de suivre la libération des oses simples des polysaccharides a étudier (fig. 17).
Elle permet de méme, 1’étude de leur altération, ainsi d'identifier partiellement les
principaux oses constitutifs des différents extraits de polysaccharides hydrosolubles
(tableau 13).

11.4.1.1.6.- Dosage des composes furfuraliques par la méthode de DUBOIS

Les concentrations en composés furfuraliques, sont déterminées par référence a
une gamme étalon (fig. 18).
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Au vu des figures 19a, b, c, d, e, et f représentant, le suivi de la formation des
composées furfuraliques au cours de I'hydrolyse, il se remarque une augmentation de la
concentration en composes furfuraliques qui est proportionnelle aux temps, au degré
d'acidité, et aux températures. L'apparition de ces composes, dépend du type de
monosaccharides et du type de liaisons.

L'hydrolyse a 0.5M TFA et a 80°C (fig. 19a), laisse apparaitre une fluctuation des
concentrations en composés furfuraliques a faible concentration. Elle ne dépasse pas
0,07mg/ml.

035 - [Composés furfuraliques] ug/ml = A492 /0,031

o
w

0,25

o
no

0,15

Absorbance (A 492)

o
=

0,05

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentration en composés furfuraliques (ug/ml)

Figure 18 -Courbe d'étalonnage des composes furfuraliques

L'hydrolyse a 0,5M TFA et a 100°C (fig. 19b), montre que la concentration des
composés furfuraliques reste faible et stable entre 30mn et 3h. Mis a part pour
I'nydrolysat des polysaccharides d'Urginea noctiflora pendant 5h qui produit une quantité
appréciables en composeés furfuraliques, soit 0,250mg/ml. Tous les hydrolysats donnent
de faibles concentrations en composes furfuraliques qui restent inférieures a 0,1mg/ml.
Les composés furfuraliques obtenues au cours de I'hydrolyse a 2M TFA a 80°C ou a
100°C (fig. 19c et 19d), permettent d'observer une augmentation de concentrations en
composés furfuraliques pour les hydrolysats d'Asphodelus tenuifolius et d'Urginea
noctiflora. 1ls dépassent 0,1mg/ml a 4h.

Pour I'nydrolyse a 4M TFA a 80°C ou a 100 (fig. 19e et 19f), la concentration des
composés furfuraliques, est stable seulement pour les 30mn, car elle progresse dans le
temps pour atteindre des maximum de 0,147mg/ml pour Asphodelus tenuifolius,
0,242mg/ml pour Plantago notata et 0,253 mg/ml pour Urginea noctiflora.
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L’étude des conditions optimales d'hydrolyse acide des polysaccharides
hydrosolubles (température, concentration en acide, cinétique de la libération des oses),
suivant deux systemes de separation par CCM et le dosage des composes furfuraliques,
permettent une étude rapide, simple et moins laborieuse d’hydrolyse des polysaccharides
hydrosolubles des différentes parties des plantes étudiées, pour leur caractérisation par
I’HPAEC-PAD et la GC/MS-ELI.

Pour les polysaccharides hydrosolubles de la partie aérienne d’Asphodelus
tenuifolius, il est remarqué que I'hydrolyse a 80°C et a 2M TFA pendant 1h permet la
libération de 7 oses simples, avec 1,53ug/ml de composés furfuraliques. En comparaison
avec les Ry des étalons, les polysaccharides renferment de I'arabinose, du glucose, d'acide
glucuronique et du mannose.

Les conditions optimales d'hydrolyse des polysaccharides hydrosolubles des
graines de Plantago notata, sont a 4M TFA et a 100°C pendant 30mn. Il est noté 6 oses
simples avec une production de 1,18ug/ml de composés furfuraliques. Les
polysaccharides hydrosolubles, semblent étre constitués de galactose, de glucose, d'acide
glucuronique, de xylose, et une faible quantité de I'arabinose.

Les conditions optimales d'hydrolyse des polysaccharides hydrosolubles des
graines d'Astragalus armatus a 4M TFA et a 100°C permet 1’obtention de 5 oses simples
pendant en 30mn avec 1.63ug/ml de composés furfuraliques. Les oses simples
constitutifs sont I'arabinose, le galactose, I'acide glucuronique et le mannose.

Pour les bulbes d’Urginea noctiflora, les conditions a 2M TFA et a 100°C,
donnent 05 oses simples en 2 heures avec 1.24ug/ml de composes furfuraliques. Les
polysaccharides des bulbes d’Urginea noctiflora, renferment de I'arabinose, du galactose,
du glucose, de I'acide glucuronique et du fructose.

11.4.1.2.- Analyse des résidus glycosidiques
Apres la libération des oses par hydrolyse acide, les résidus glycosidiques sont
analysés par chromatographie échangeuse d'anions haute performance a détection

ampéromeétrique pulsée (HPAEC- PAD) et par chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse a ionisation électronique (GC/MS-EI).
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11.4.1.2.1.- Analyse des résidus glycosidiques d'Astragalus armatus

La determination de la composition en oses constitutifs des polysaccharides des
graines d'Astragalus armatus, est réalisée par GC-MS apres trimethylsilylation, puis
confirmee par HPAEC- PAD (tableau 14). 1l suggere la presence de galactomannane. La
composition en oses démontre clairement la présence majoritaire de galactomannane
avec 59,9% de D-mannose et 40,1% de D-galactose avec un ratio man/gal de 1,6 d’aprés
les résultats GC/MS-EI et de 1,5 avec les résultats HPAEC (fig. 20).

Tableau 14.- Quantification des monosaccharides composés des polysaccharides
d’Astragalus armatus par HPAEC-PAD et GC/MS-EI

HPAEC-PAD GC/MS-EI
Monosaccharides Pourcentage (0ses%o)v/v Pourcentage (0ses%o) v/v
D-mannopyranose 59,9 62,5
D-galactopyranose 40,1 37,5

Ce résultat s'avere conforme avec les galactomannanes hydrosolubles retrouvés
dans des extraits polysacchariques provenant de graines des Fabaceae. La composition
monosaccharidique des polysaccharides des graines d'Astragalus armatus ainsi que le
rapport entre le galactose et le mannose, sont caractéristiques des galactomannanes des
Fabaceae. La similitude de la composition monosaccharidique enregistrée entre les
polysaccharides des graines d'Astragalus armatus et les polysaccharides des graines des
Fabaceae suggére que I'étape d’extraction préserve l'intégrité des structures
polysaccharidiques.

Les galactomannanes sont des polysaccharides hydrosolubles et neutres isolés de
I'endosperme de graines d'environ 70 espéces de Fabaceae et de la paroi cellulaire de
certaines bactéries (DAKIA et al., 2008). Les différentes sources de galactomannanes ont
une structure primaire similaire comprend une chaine principale d'unités de 3-D-mannose
1,4 liées avec des ramifications d'unité a-D-galactose 1,6 liées a la chaine principale de
mannane. Toutefois, le degré de ramification exprimé par le rapport du mannose sur
galactose des galactomannanes, est notablement différent. La différence structurale agit
fortement sur les interactions moléculaires et les propriétés rhéologiques des solutions de
galactomannanes.
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Le rapport mannose sur galactose (M/G) de la gomme de caroube, est
approximativement égal a 4:1, tandis que celui de la gomme de tara est d'environ 3:1,
celui de la gomme guar est d'environ 2:1 et celui de la gomme de fenugrec d'environ 1:1
(DAKIA et al., 2008).

LAZARIDOU et al. (2000); RI1ZZO et al. (2004) ont montré que les
caractéristiques moléculaires des galactomannanes, a savoir le rapport M/G et la masse
molaire, se varie selon la variété d’espéce et les conditions de culture, tant que la
méthode d'extraction ou de préparation du polymeére (DA SILVA et al., 1990; DAKIA et
al., 2008). R1ZZO et al. (2004) ont mis en evidence une différence dans le rapport M/G
dans les variétés de caroubiers d'ltalie ; la variété Latinissima a un rapport M/G de 4,0
tandis que la variété Tantillo a un rapport M/G de 2,9.

RI1ZZO et al. (2004) ont il est prouvé qu’un rapport du mannose sur galactose
relativement faible, qui correspond a une forte teneur en galactose dans la chaine de
galactomannane, montre une solubilité élevée. La mise en solution des galactomannes
renferment plus de résidus galactose sont plus facilement solubles a froid. A titre
d’exemple, le guar d’un rapport molaire M/G = 2:1 avec 40% de galactose atteint une
solubilité et une viscosité maximum a 40 °C. Par contre, les macromolécules faiblement
ou non ramifiées sont difficilement solubles et forment parfois d’amas de polymeéres tres
difficilement accessibles au solvant. Un chauffage sous agitation forte est donc nécessaire
pour atteindre une solubilisation et une viscosité maximum. Comme exemple, la caroube
d’un rapport molaire M/G = 4:1 avec 20% de teneur en galactose, atteint une solubilité et
une viscosité maximum a 80°C (FENNEMA, 1996; KOK et al., 1999; DAKIA et al.,
2008).

Par ailleurs, BRUMMER et al.(2003) montrent que 1’augmentation de la teneur en
galactose chez les galactomannanes, aboutit a une diminution de la valeur de tension
interfaciale. La gomme de fenugrec (M/G =1,05 a 1,02) abaisse rapidement les valeurs de
tension interfaciale en dessous de 25mN.m pour une concentration d’au moins 0,05%,
tandis que la gomme guar (M/G = 2), le fait pour une concentration d’au moins 0,4%. Par
contre, la gomme caroube (M/G = 4), reste aux valeurs de + 30mN.msuivant les
concentrations allant de 0 a 0,6%. Ces observations font penser qu’une structure plus
ramifiee (équivalent a une teneur élevée en galactose) des galactomannanes favorise leurs
propriétés de surface.
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Le galactomannane isolé des graines d’Astragalus armatus, est fortement
ramifiées avec un rapport M/G bas de 1,6, semble interagi préférentiellement avec 1’cau.
Ainsi, on prévoit une viscosité faible due au manque de zones non-substituées qui
favorisent des interactions intra et inter chaines. L’augmentation du nombre d’unités
galactose, évolue avec la diminution des interactions dans les galactomannanes. Le
galactomannane d’Astragalus armatus peut étre utilisé comme agent émulsifiant, abaisse
la tension de surface et stabilise les émulsions en formant un film liquide autour des
gouttelettes.

11.4.1.2.2.- Analyse des résidus glycosidiques de Plantago notata

L’¢étude de la composition osidique des polysaccharides hydrosolubles issus des
graines de Plantago notata par HPAEC-PAD, aprés hydrolyse acide et par CG-MS/EI
aprés hydrolyse acide et triméthylsilylation, permet de préciser les oses constitutifs (fig.
21). Elle révele que les polysaccharides, sont constitués principalement de D-
xylofuranose, acide D-galacturonique, D-glucopyranose, D-galactopyranose, L-
rhamnopyranose, et L-arabinofuranose dans les proportions 38,1%, 18,0%, 12,5%,
10,6%, 10,8%, et 9,90%, respectivement. Il est remarqué que la prédominance de xylose
et la présence de I’arabinose, semble étre due aux polysaccharides de type Xylane ou
arabinoxylane. Le rapport arabinose / xylose est de 0,26. Ainsi, la quantité appréciable
d’acide galacturonique et la présence de rhamnose, laissent penser qu’on est ¢galement

en présence d’une pectine (tableau 15).

Tableau 15.- Quantification des monosaccharides composés des polysaccharides de
Plantago notata par HPAEC-PAD et GC/MS-EI

HPAEC-PAD GC/MS-EI
Monosaccharides Pourcentage (0ses%o) v/v Pourcentage (0ses%o) v/v
L-arabinose 9,90 7,60
D-galactopyranose 10,6 12,1
D-glucopyranose 12,5 12,1
D-galacturonic acid 18,0 18,3
D-glucuronic acid trace Trace
L-rhamnopyranose 10,8 8,10
D-xylofuranose 38,1 41,8
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Les arabinoxylanes représentent le type de xylane le plus étudié a ce jour
(WARRAND, 2004). Ils peuvent étre extraits de différentes sources. Les arabinoxylanes
sont présents dans de nombreux tissus des principales céréales commercialisees. Ils
constituent une part importante des parois cellulaires des vegétaux. Un grand nombre ne
peut pas étre extrait des parois cellulaires a I'eau. Cette différence de solubilité, est liée au
type de substitution ou a la présence de liaisons covalentes (ester) entre des acides
uroniques et les groupements hydroxyles des arabinoxylanes. Les xylanes deéacétylés,
sont insolubles dans I'eau, mais solubles dans des solutions alcalines et sont facilement
hydrolysés en présence d'acides. Les xylanes acétylés peuvent étre extraits par de I'eau
chaude et sont plus solubles dans I'eau. Les arabinoxylanes se distinguent essentiellement
par leur masse moléculaire et leur degré de substitution par I'arabinose exprimé par leur
rapport arabinose/xylose (A/X). Donc, il semble que I’arabinxylane extrait des graines de
Plantago notata, est acétylé.

TOMODA et UNO (1971) signalent que le mucilage des graines de Plantago
asiatica est constitué de polysaccharide acide composé de D-xylose, L-arabinose, L-
rhamnose, D-galactose et acide D-galacturonique dans un rapport molaire 15/3/2/0,4/4.
Le rapport arabinose/xylose est de 0,2. Donc, il peut se remarquer une similitude dans la
composition structurale avec celle plantago notata, et les rapports arabinose/xylose
semblent plus proche.

L’analyse de la composition des polysaccharides des graines de Plantago asiatica
par CPG, a montré qu’ils se caractérisent par des teneurs élevées en xylose (44,39%0,05),
en arabinose (17,28+0,09%), et en acide glucuronique (22,05+0,06%), avec une faible
teneur en galactose (2,27%0,10), en rhamnose (1,67%0,10), en glucose (0,14+0,05) et en
mannose (0,08+0,01) (HU et al., 2013c).

YAMADA et al.,, (1986) ont extrait un mucilage a partir des graines de
Plantago asiatica. Le mucilage se constitue d'un polysaccharide acide partiellement O-
acetylé, (1—4) -B-D-xylopyranane avec des ramifications composées de O-(acide a-D-
glucuropyranosyl)-(1—3)-a-L-arabinofuranose et O-(acide o-D-galacturopyranosyl)-
(1—3)-a-L-arabinofuranose en position 3 de la chaine principale xylopyranane. Une
activité anti-complément considérable, est remarquée chez ce polysaccharide.

YIN et al. (2012) ont séparé trois fractions polysaccharidiques des graines de
Plantago asiatica, PLP-1 (18,9%), PLP-2 (52,6%) et PLP-3 (28,5%) par
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chromatographie d'exclusion stérique sur Sephacryl S-400. L’étude structurale montre
que la fraction majeure PLP-2, est composée de rhamnose, d’arabinose, de xylose, de
mannose, de glucose et de galactose, dans un rapport molaire de
0,05:1,00:1,90:0,05:0,06:0,10. Son acide uronique est 1’acide glucuronique. Il se
remarque une similitude dans la composition structurale avec celle de Plantago notata.
Cependant, il est noté une différence dans le type d’acide et les pourcentages d’oses dans
la molécule de polysaccharide. Le PLP-2 est un hétéroxylane hautement ramifié composé
d'un squelette xylopyranose B- 1,4 lié et des chaines latérales attachées en Oz ou en Oa.
Les chaines latérales sont constituées de xylopyranose, d’arabinofuranose, d’acide
glucuronique, des chaines de p-xylopyranose-(1—3)-a-arabinofuranose et d’o-
arabinofuranose-(1—3)- B-xylopyranose. Le rapport arabinose/xylose, est de 0,52.

SANDHU et al. (1981) ont caractérisé une faction de polysaccharide de Plantago
ovata, qui se compose d’une chaine linéaire de D-xylopyranose B-(1—4) lié. Ce xylane
est substitué en position 2 et/ou en position 3 par a-D-galactopyranose (1—2) a-L-
rhamnopyranose, a-L-arabinofuranose et -D-xylopyranose.

Le mucilage de Plantago ovata renferme des polysaccharides similaires, mais de
masses molaires différentes. 1l s'agit d’hétéroxylanes qui consistent en un squelette de -
D-xylopyranose liés en (1—3) et (1—4) avec des chaines latérales courtes liées en O-2
sur certains des résidus xylose ou en O-3 sur d'autres (WARRAND, 2004).

CRAEYVELD et al., (2009) ont extrait de téguments des graines de psyllium
(Plantago ovata Forsk) un polysaccharide majoritaire, appelé polysaccharides Seed Husk
(PSH). C'est un héteroxylane complexe. Ces principaux monosaccharides, sont
I'arabinose et le xylose. C’est pourquoi, il est en outre appelé arabinoxylane. Le PSH est
un polysaccharide hautement ramifié avec une chaine principale de B- (1— 4)
xylopyranose substituée aux positions 2 et/ou 3 par des résidus d'arabinofuranose et de
xylopyranose simples, ou par des chaines latérales courtes composées de ces
monosaccharides. Le PSH contient des résidus supplémentaires, tels que le rhamnose
(5,3%) et de I'acide galacturonique (5-8%).

Ainsi, un hétéroxylane acide isolé des graines de Plantago major, posséde une
activité anti-complément, mais présente une structure différente de celle de Plantago
asiatica. Il est constitué d'une chaine principale de B-D-xylopyranose (1— 3) et (1— 4),
liée avec des chaines latérales courtes attachées en O-2 de certains résidus B-D-
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Xylopyranose et en O-3 d'autres résidus de B-D-Xylopyranose. Les chaines latérales sont
constituees de résidus B-D-Xylopyranose et a-L-Arabinofuranose, a-L-Arabinofuranose
(1—»  3)-B-D-Xylopyranose et d'acide a-D-Glucuropyranosyl (1—  3)-a-L-
Arabinofuranose (SAMUELSEN et al., 1999).

PMII, polysaccharide de type pectique biologiquement actif, est isolé a partir des
feuilles de Plantago major. Cette espéce végétale, est utilisée en médecine traditionnelle
pour la cicatrisation des plaies. PMII est constitué de 71,7% d’acide galacturonique, 4,2%
de rhamnose, 8,8% d’arabinose et 8% de galactose. Il possede une activité anti-
complément et induit la production de facteur alpha de nécrose tumorale (TNF-CY) a
partir de monocytes humains (SAMUELSEN et al., 1996).

11.4.1.2.3.- Analyse des résidus glycosidiques d’Urginea noctiflora

L'analyse de la composition monosaccharidique des polysaccharides
hydrosolubles issus des bulbes d’Urginea noctiflora par HPAEC-PAD et par CG-MS/EI,
révele la présence de glucose, de mannose, et de galactose dans les proportions 54.3%,
30,9%, et 14,9%, respectivement (fig. 22). Ainsi, il est remarqué la présence de L-
arabinose et d’acide D-glucuronique sous forme de traces (tableau 16). La bonne
corrélation des données recueillies par le dosage colorimétrique et celle des techniques
analytiques, est un indice qui assure par ailleurs de la bonne transposition de la
méthodologie a I’échelle analytique. Compte tenu de la nature de la matiére premiére, des
teneurs élevées de 1’ordre de 50,2% de glucose peuvent étre expliquées, soit par la
présence d’un glucane ou par la contamination de I’extrait brut par de I’amidon co-
précipité au cours de I’extraction. La composition ressemble a certains types de
glucomannane. Dans ce cas, on est peut-étre en présence de deux familles de
polysaccharides; un glucane et un galacto-glucomannane.

KURT et KAHYAOGLU (2014), rapportent que les monocotylédones présentent
des réserves de B-(1—4) glucomannanes dans les tissus végétatifs, en particulier dans les
racines, les tubercules et les bulbes des Liliaceae, des Amaryllidaceae, des Orchidaceae et
des Araceae. Les glucomannanes sont constitués d'une chaine linéaire de mannoses et de
glucoses, liées en B-(1—4) partiellement acétylées, avec une substitution de galactose en
position C-6 des mannoses. Le rapport des unités mannose et glucose dans le
polysaccharide, est d'environ 3:1, et la distribution des deux monomeres est généralement
aléatoire.

101



Chapitre 11.- Résultats et discussion

Tableau 16.- Quantification des monosaccharides constitutifs des polysaccharides
d’Urginea noctiflora par HPAEC-PAD et GC/MS-EI

HPAEC-PAD GC/MS-EI
Monosaccharides Pourcentage (%o oses) v/iv Pourcentage (% oses) v/v
L-arabinose trace Trace
D-galactopyranose 11,2 14,9
D-glucopyranose 50,2 54,3
D-glucuronic acid trace Trace
D-mannopyranose 38,6 30,9

Ces glucomannanes, sont utilisés comme des fibres alimentaires dans le traitement
du diabete ou contre Il'obésité et I'nypertension. L'état de constipation chronigue ou
I'nypercholestérolémie, est également affectée positivement par les glucomannanes
(WOZNIEWSKI et al., 1991).

SINGH et MALVIYA (2006), ont extrait a partir des graines de Bryonia lacinosa
par l'acide acétique a 1% un polysaccharide, comportant de D-glucose et du D-mannose
dans un rapport molaire de 1,00:1,01.

LI et al. (2014), ont montré que le glucomannane de konjac, extrait des tubercules
d’Amorphophallus konjac, est un polysaccharide hydrosoluble, composé de D-mannose
et de D-glucose B-(1—4), li¢ dans un rapport molaire de 1,6:1 ou de 1,4:1. En fait, le
ratio différe avec les variétés de konjac. Il renferme des groupes acétyles attachées de
facon aléatoire a la position Ce¢ du mannose le long de la molécule, d'environ 1 pour 19
résidus monosaccharidiques. Ainsi, il contient des chaines latérales qui relient a la chaine
principale au Cs du mannose. Il est considéré comme une sorte de fibres alimentaires, qui
a des fonctions importantes en matiére de santé et largement utilisée dans l'industrie
alimentaire en raison de ces propriétés épaississantes et gélifiantes (ZHANG et al., 2014).

Les polysaccharides extraits de mésophylle des feuilles d’Aloe vera (Liliaceae), se
composent principalement de glucomannanes. Ils sont associés a différents effets
cliniques telles que la cicatrisation, [D’anti-inflammatoire et a [Iactivité
immunomodulatrice.
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GRACE et al. (2013) signalent que le glucomannane, le galactane et le
galacturonane sont les polysaccharides les plus fréquemment rapportés chez les especes
du genre Aloe étudiées a ce jour. Ce resultat s'avere conforme avec les polysaccharides
hydrosolubles retrouvés dans les extraits aqueux provenant de bulbes d’Urginea
noctiflora.

L’étude de GRACE et al. (2013) sur 31 espéces du genre Aloe, montre que le
glucose est le principal constituant dans la majorité des échantillons (19 especes), le
mannose est le constituant principal dans huit especes, alors que le xylose ne 1’est que
dans une seule espéce. Tandis que, une seule espéce dont le galactose est le
monosaccharide prédominant. Les glucomannanes d’Aloe spp, font exception aux autres
especes de la famille des Lilliaceae par la présence de xylose.

JAKIMOW-BARRAS (1973) rapportent que les graines de 7 espéces de
Lilliaceae, semblent toutes contenir des polysaccharides de type galactoglucomannane
et/ou glucomannane. Dans aucun cas, la présence d’amidon n’a pu étre décelée dans les

cellules de I’endosperme.

L’étude structurale d’un polysaccharide de réserve hydrosoluble contenu dans
I’endosperme de 1’Asparagus officinalis, indique qu’il s’agit d’un galactoglucomannane,
dont les oses constitutifs se trouvent dans un rapport de Glc/Man/Gal = 43/49/7. Le
rapport des unités de mannose et de glucose dans le polysaccharide, est d'environ
1,19:1,00. Ce polysaccharide est formé¢ d’une chaine linaire composée d’unités D-
glucosyl et D-mannosyl possédant, des liaisons de type B(1—4). A ces unités viennent

s’ajouter latéralement des unités de D-galactose, dont le type de liaison, est de (1—6).

CHEN et al. (2014) ont purifié trois fractions polysaccharidiques de 1’extrait brut
de polysaccharides hydrosolubles de bulbes de Lilium lancifolium (Lilliaceae). 11 s’agit
de LLPS-1, LLPS-2, et LLPS-3. Le LLPS-1 et LLPS-2, sont constitués principalement de
glucose et de mannose dans un rapport molaire de 1:2 et de 1:1, respectivement. Le
LLPS-3, renferme de I'arabinose, du galactose, du glucose et du mannose dans un rapport
molaire presque de 2:2:2:1. Les fractions de LLPS, ont stimulé la prolifération des
macrophages murins (RAW 264.7). Le traitement des macrophages avec 25 a 400mg/ml
de LLPS pourrait augmenter l'activité phagocytaire et la production d'oxyde nitrique des
macrophages d'une facon dépendante de la dose.
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Dans les bulbes d’Urginea noctiflora, se retrouvent des polysaccharides constitués
principalement de glucose et de mannose. Le galactose est présent aussi mais en faible
quantité. La structure de ce polysaccharide, est conforme a celle observée dans le cas
d’espéces comme Amorphophallus konjac, Aloe spp, Asparagus officinalis, Lilium
lancifolium qui sont trés voisines. Urginea noctiflora posséde un autre point commun
avec Asparagus officinalis et Endymion nutans. Leurs glucomannanes contiennent autant
de glucose que de mannose (GOLDBER, 1969). Cependant, Amorphophallus konjac,
Aloe spp, Lilium Ilancifolium, possédent des glucomannanes dont le rapport

mannose/glucose, varie de 1,60 jusqu’a 3.

11.4.1.2.4.- Analyse des residus glycosidiques d’Asphodelus tenuifolius

La figure 23 illustre le profil HPAEC-PAD de I’extrait de polysaccharides
hydrosolubles de la partie aérienne d’Asphodelus tenuifolius. 1l apparait une
prédominance de mannose a 33,45% et de glucose a 26,89%, suivie de 9,31% de l'acide
glucuronique et 7,59% d'arabinose. Le rhamnose et le xylose, sont présents en faible
pourcentage avec 4,45% et 3,53%, respectivement (tableau 17). Le rapport molaire des
oses majeurs d'Asphodelus tenuifolius pour Glc/Man, est de 1,00/1,24. Des études sur les
extraits de polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'Aloe barbadensis (Lilliaceae),
effectuées par FEMENIA et al. (1999) rapportent des pourcentages de mannose et de
glucose, de l'ordre de 75% des oses totaux. De méme, la présence de rhamnose,
d'arabinose et d’acide uronique, laissent supposer l'existence des pectines. Le faible
pourcentage de xylose, semble venir des hémicelluloses (FEMENIA et al., 1999).

L'étude de BUCKERIDGE et al. (2000), montre la présence de polymere de type
Glucomannane chez plusieurs especes de la famille des Lilliaceae tels que Asparagus
officinalis, Edymion mutans et Scilla nonscripta. Le fort pourcentage de glucose et de
mannose, montre la présence de polysaccharide de type glucomannane dans I'extrait de
polysaccharides hydrosolubles de la partie aérienne d'Asphodelus tenuipholius.

L'analyse des polysaccharides hydrosolubles, indique que la partie aérienne
d’Asphodelus tenuifolius et les feuilles d’Aloe barbadensis, sont assez semblables en
composition et contiennent principalement des mannanes et des polysaccharides
pectiques tandis que le rapport Man/Glc d’Asphodelus tenuifolius (1,24), est tres faible
par rapport a ce d’Aloe barbadensis (1,70).
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MABUSELA et al. (1990) signalent que les glucomannoglycanes, sont les
polysaccharides hydrosolubles majeurs des Aloes.
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Figure 23- Profil HPAEC-PAD de I'nydrolysat de polysaccharides hydrosolubles extrait
de la partie aérienne d'Asphodelus tenuifolius
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MABUSELA et al. (1990) notent dans 1’extrait a I’eau chaude des feuilles d'Aloe
barbadensis principalement des polysaccharides pectiques et une faible quantité de
galactane, de glucomannane et d'arabinane.

Selon MATSUHIRO et al. (2006), le mucilage extrait de fruits d’Opuntia ficus
indica, apres hydrolyse acide totale et analyse par CPG des aceétates alditol, donnent de
I'arabinose, du rhamnose, du xylose et du galactose dans un rapport molaire de
1.0:1.7:2.5:4.1. L'analyse par HPLC de la fraction acide, révele de I'acide galacturonique.
Le mucilage des fruits d’Opuntia ficus indica, est un mélange complexe de
polysaccharides, dont moins de 50% correspondant aux polysaccharides pectiques.

Tableau 17.- Quantification des monosaccharides constitutifs des polysaccharides
d'Asphodelus tenuifolius par HPAEC-PAD

Monosaccharides  Pourcentage d’oses (%)Vv/v

L-arabinose 7,59
L-rhamnopyranose 4,45
D-xylofuranose 3,53
D-glucopyranose 26,89
D-glucuronic acid 9,31
D-mannopyranose 33,45

I1.5.- Activités biologiques des extraits de polysaccharides hydrosolubles

L’activité biologique des polysaccharides, est évaluée par I’étude in vitro de leur
activité anti-complément. Elle recherche leur pouvoir immuno-modulateur vis-a-vis du
systeme complément, en déterminant leur capacité a inhiber I’activation de ce systéme
présentée par la réduction du degré de la lyse des hématies (CHsp). Il est déterminé la
plus faible concentration capable d’inhiber 50% de 1’hémolyse(Clso). De méme, les effets
prébiotiques des différents hydrolysats de polysaccharides, sont testés.

11.5.1.- Etude de I'activité anti-complément

L'activité anti-complément, fait référence a I'inhibition de I'hnemolyse observée en
raison de l'interaction entre les protéines du complément et le polysaccharide. Le test ne
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fait pas de distinction entre I'activation et I'inhibition du systéme du complément, mais il
montre que le systeme du complément, est affecté par la présence de certains
polysaccharides. Elle est wutilisé en essai préliminaire pour la recherche de
polysaccharides biologiquement actifs (SAMUELSEN et al., 1998).

11.5.1.1.- Détermination de CHso

Les figures 24 et 25 illustrent les degrés de la lyse des hématies humaines
sensibilisées, par le complément de sérum humain normal dilué dans le tampon véronal
de gélatine. Le sérum et les hématies sont de méme origine, pour éviter toute réponse
immunitaire envisageable.

Les moyennes des dilutions du sérum humain normal amené a 50% de la lyse des
hématies sensibilisées des groupes sanguins A* et B*, sont de 1/4. Il est possible de
déduire qu’il n’y a aucune relation entre les types de groupe sanguin (A et B) et I’activité
de complément, ce qui n’empéche pas de controler a chaque test I’activité de complément
a utiliser.

Les efficacités de lyse des hématies sensibilisées des groupes sanguins A" et B*
pendant de courtes durées d'incubation, sont semblable d’ou les taux d'activation du
complément, sont trés proches avec les anticorps Anti-A et Anti-B sur la membrane des
cellules A" et B*. La liaison de Clq a une cible d'anticorps sensibilisés active une cascade,
dont les composants peuvent migrer loin de l'anticorps sensibilisant.

DAVIES et al. (1989) signalent que la sensibilisation des hématies humains de
groupe A*, B* et O" par des anticorps anti A*, anti B* et anti O respectivement, forment
des complexes immuns et activent le systéme du complément. L’incubation de ces
complexes par le sérum humain normal montre une concentration hémolytique moyenne
CHso de 1/4 dans les deux groupes sanguins A* et B™.

Les anticorps de lapin anti- globules rouges de mouton, montrent que la dilution
du sérum humain donnant 50% de la lyse, est de 1/10 (Xl et al., 2012 ; XU et al., 2007).
Pour SAMUELSEN et al. (1999) la dilution de sérum humain, donnant 50% de la lyse,
est de 1/40.
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Figure 24.- Degre de la lyse des hématies A*sensibilisées, par le complément de
sérum humain A*
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Figure 25.- Degré de la lyse des hématies B* sensibilisées par le complément de
sérum humain B*

11.5.1.2.- Détermination de la concentration inhibitrice 50 (Clso)

La concentration inhibitrice 50 (Clso) des polysaccharides exigent, un préléevement
de sang frais. Les hematies sont lavées et sensibilisées le méme jour. Les hématies
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acquierent de nombreuses anomalies pendant leur conservation, telles que la lyse, la
peroxydation de leur membrane cellulaire, I’augmentation de leur adhérence et de leur
agrégation et la dysfonction du couplage entre 1’hémoglobine intra-érythrocytaire et
I’oxyde nitrique (LACROIX et TUCCI, 2011). De méme, certains composants du
complément, sont trés facilement activables in vitro (FREMEAUX et al., 2012). Le test
de détermination de la concentration inhibitrice 50 (Clso), est appliqué seulement sur le
groupe sanguin A", ¢’est question de sa disponibilité.

Le sérum hémolytique A* utilisé pour la détermination des Clso des
polysaccharides montre que la dilution responsable de 50% de la lyse des hématies A*
(CHsp), est de 1/4. L héparine est utilisée comme control positif, est I'un des agents le
mieux décrit qui montre une inhibition importante de l'activité du complément.
Cependant, a la concentration nécessaire pour obtenir une inhibition significative de
complément, I'néparine peut induire des effets secondaires indésirables. Ils s’associent a
sa propriété anticoagulante (XU et al., 2007). L'héparine est un copolymere fortement
sulfaté de I'acide uronique et de la glucosamine. La concentration de I’héparine sodique
qui aboutit a 50% d'inhibition de complément (Clso), est de 0,376 + 0,039mg/ml. XU et
al., (2007) montrent que la concentration d’inhibition de complément 50% de I’héparine
sodique est de 690 a 750ug/ml, donc sa capacité d’inhibition de I’activité du complément,
semble plus faible de celle trouvé, soit 0,376+0,039mg/ml. Toutefois, 1’héparine pure
indique des capacités d’inhibitions supérieures, soit 16 a 36ug/ml (XI et al., 2012) et
150pg/ml (XIE et al., 2007).

La figure 26 montre que les différents polysaccharides, ont une activité anti-
complément dose dépendante. Le degré de la lyse est proportionnel a la concentration en
polysaccharides. Toutes les fractions polysaccharidiques testées, montrent une activité de
fixation du complément avec des valeurs Clso entre 0,210+£0,028mg/ml et
0,984+0,21mg/ml. Comme le montre la figure 30, les concentrations qui aboutissent a
50% d'inhibition de complément (Clso), sont de 0,210+0,028mg/ml, 0,590+ 0,016mg/ml,
0,947%0,008mg/ml et 0,984+ 0,21mg/ml respectivement pour Plantago notata, Urginea
noctiflora, Asphodelus tenuifolius et Astragalus armatus.

Les polysaccharides hydrosolubles de Plantago notata, sont plus efficaces que
I'néparine (control positif) dans l'inhibition de l'activité de complément. La fraction
polysaccharidique de Plantago notata montre une activité d'environ 55% plus élevée que
le contrdle positif. A une concentration de 1mg/ml, les polysaccharides hydrosolubles de
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Plantago notata, a empéché presque la totalité de I'activité hemolytique du sérum humain
normal; soit 93,60+2,34%, montrant un effet inhibiteur de l'activité du complément par le
biais de la voie classique.

Les polysaccharides hydrosolubles de Plantago notata, sont les plus actives. De
grandes différences sont observées avec les polysaccharides hydrosolubles de Plantago
notata et les autres extraits de polysaccharides. La fraction polysaccharidique de
Plantago notata, donne une activité 2,8 fois plus élevée que la fraction polysaccharidique
d’Urginea noctiflora et une activité 4,6 fois plus élevée que la fraction polysaccharidique
d’Astragalus armatus.

100
90
P. notata
80
g 70 Héparine
S 60 . -
E U. noctiflora -
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Figure 26.- Pourcentage d’inhibition de I’activité de complément

Les polysaccharides de type pectique extrait de feuilles de Plantago major L,
utilisés comme contrdle positif de I’activité anti-complément, montre une concentration
d’inhibition Clsp de 44pg/ml (HROMADKOVA et al., 2013), alors que DIALLO et al.
(2001) signalent 50pg/ml, tandis que SAMUELSEN et al. (1999) rapportent une Clso
entre 35 et 60pg/ml. Ces valeurs de la concentration inhibitrice de 50% de I’hémolyse
vont servir généralement comme des indicateurs d’une forte activité anti-complément des
pectines qui sont des polysaccharides anioniques. Ainsi, les pectines ayant une activité
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anti-complement, ont été isolées a partir de plusieurs plantes telles que les racines de
Glycyrrhiza uralensis (ZHAO et al., 1991), Bupleurum falcatum (YAMADA et al.,
1989) et Angelica acutiloba Kitagawa (KIYOHARA et al., 1988) qui sont des plantes
utilisées comme des anti-inflammatoires dans la médecine traditionnelle chinoise et
japonaise.

L’étude de I’activité anti-complément des polysaccharides isolés a partir des
feuilles de Plantago major L (Plantaginaceae) par SAMUELSEN et al. (1998), montre
que les fractions polysaccharidique PMla et PMIb, ont des concentrations d’inhibition de
complément Clso de 200ug/ml et 350ug/ml, respectivement. lls semblent étre des
inhibiteurs puissants proches de polysaccharides hydrosolubles de Plantago notata. Le
polysaccharide PMla, est un arabinogalactane, constitué de 38% d’arabinose, 49% de
galactose, 6% de rhamnose, 7% d’acide galacturonique et 1,5% de protéines. Le
polysaccharide PMIb, est un xylan 1,4 lié (SAMUELSEN et al., 1995). Il se remarque
une grande similitude structurale avec celles de Plantago notata.

L’étude de I’activité anti-complément des polysaccharides isolés des graines de
Plantago major L, montre que les fractions hétéroxylanes A, B et C obtenues par une
chromatographie échangeuse d’ions, présentent des Clso de 20pug/ml, 120pg/ml et
260ug/ml respectivement. Les sous fractions polysaccharidiques A1, Az et Az, obtenues
par une chromatographie d’exclusion, ont des Clso de 30ug/ml, 100pg/ml et 300ug/ml
respectivement. Cependant, 1’extrait brute des polysaccharides des graines de Plantago
major L, présente a 750ug/ml une inhibition de 90% de I’activit¢é de complément
(SAMUELSEN et al., 1999).

L’étude de I’activité anti-complément des polysaccharides isolés de graines de
Plantago asiatica par YAMADA et al. (1986) donnent, la concentration inhibitrice Clsg
de complément. Elle est de 350ug/ml. L’étude structurale révéle que les polysaccharides

sont composés de xylose, d’arabinose, d’acide glucuronique et d’acide galacturonique.

CHO et LEUNG (2007) ont étudié I’activité hémagglutinante des polysaccharides
d’Astragalus membranaceus. L’injection dans des rats par voie intra péritonéale de
polysaccharides extrait des racines d’Astragalus membranaceus, puis les immunisé par
des hématies de moutons. Apres 14 jours, les sérums de souris sont recueillis et, leur
pouvoir agglutinant testé vis-a-vis des hématies de moutons. Il est constaté que les
fractions ont des concentrations allant de 50 a 800ug/ml, ne semblent pas avoir une
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activité sur I’hémagglutination des hématies de moutons, ce qui indique leur activité anti-
complément.

Le fragment a haut poids moléculaire de 1’extrait brut des polysaccharides, obtenu
de parenchyme des feuilles d’Aloe vera (liliaceae), montre une concentration inhibitrice
Clso de 110ug/ml (HART et al.,, 1988). Ces polysaccharides sont majoritairement
constitues de mannose (HART et al., 1988; YAMADA, 1991). Il semble que leur activité
anti-complément est plus forte que celles d’Urginea noctiflora et d’Asphodelus
tenuifolius (Lilliaceae), respectivement 0,590+0,016mg/ml, 0,947+0,008mg/ml.

Au vu des résultats, Plantago notata contient des inhibiteurs du complément
puissants. La capacité des polysaccharides de Plantago notata a moduler l'activité du
complément, pourrait potentiellement étre bénéfique dans le traitement de maladies
inflammatoires. Une étude plus approfondie devrait étre menée pour élucider la relation
entre les caractéristiques structurales des différentes fractions de polysaccharides et leur
bioactivité.

11.5.2.- Activité preébiotique des hydrolysats de polysaccharides hydrosolubles

Des fermentations de différents hydrolysats de polysaccharides hydrosolubles,
sont réalisées en présence d’une souche Lactobacillus casei dans le but d’identifier les
glucides améliorant la croissance de Lactobacille.

Pour évaluer I’effet prébiotique, quatre types d’hydrolysats, sont choisis. Le choix
se base sur le nombre apparu de taches sur CCM et, qui semblent étre des fragments

d’oligosaccharides. Les conditions d’hydrolyse des glucides, sont décrites sur le tableau 9.

11.5.2.1.- Elimination sélective des monosaccharides par fermentation

Les quatre types d’hydrolysats, sont analysés dans un premier temps par CCM,
afin de vérifier la présence de fragments oligosaccharidiques et de les comparer a celles
des hydrolysats apres fermentation par Saccharomyces cerevisiae.

L’analyse du chromatogramme (fig. 27), laisse apparaitre que le mélange des oses
étalons, est presque totalement métabolisé. Seules des traces de xylose et d’acide
glucuronique resté non consommeé. Pour I’hydrolysat des polysaccharides d’Asphodelus
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tenuifolius, est remarqué 5 taches. Trois correspondent aux monosaccharides L-arabinose
(Rf =0,54), D-mannose (R+= 0,41), et D-glucose (Rf =0,36). Les deux premiéres taches
(R+=0,19; Rf = 0,25), semblent étre des fragments d’oligosaccharides qui persistent apres
32 heures de fermentation. L hydrolysat des polysaccharides de Plantago notata, donne 6
taches avant fermentation.

D-Xyl
L-Ara

D-Man

D-Gic
D-Gal

Aae

B

Figure 27.- CCM des hydrolysats des polysaccharides avant et apres fermentation par
S. cerevisiae [de gauche a droite, avant et aprés fermentation, A. tenuifolius, P. notata,
A. armatus ; U. noctiflora; mélange des oses, la phase mobile est constituée de
Chloroforme- Butanol- Méthanol- Eau-Acide acétique dans les proportions de 4,5-
12,5- 5- 1,5- 1,5]

Apres fermentation, il est noté la disparition des taches de Ry, 0,55, 0,41, 0,36,
0,35 correspondant aux monosaccharides D-xylose, D-mannose, D-glucose, et D-
galactose, respectivement. Des taches de Rf 0,19 et 0,29 qui semblent étre des fragments
d’oligosaccharides, persistent. La fermentation de 1’hydrolysat des polysaccharides
d’Astragalus armatus, entraine la disparition totale des taches d’oses simples de Rf =
0,41; R¢ = 0,35 mais les taches de Rf 0,24 et 0,09, persistent. Pour la fermentation de
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I’hydrolysat des polysaccharides d’Urginea noctiflora, la disparition des taches de Rs
0,41, 0,36, 0,35, et 0,27 est observée et la persistance de la tache de Rt 0,14, qui semble la
seule fraction oligosaccharidique obtenue aprés fermentation.

L’analyse du chromatogramme, figure 27, permet de constater que les
oligosaccharides de masses élevees, obtenus apres hydrolyse des polysaccharides par le
TFA, possédent des R faibles. Cela semble étre d a leur masse moléculaire élevée par
rapport a celles des oses simples. La résolution entre les fractions oligosaccharides et
monosaccharides, est acceptable (fig.27).

La fermentation des oses simples par la levure Saccharomyces cerevisiae, est
adaptée a 1’élimination sélective des monosaccharides. Ses performances natives restent
limitées, vue les trainées remarquables des taches qui semblent correspondre aux
oligosaccharides.

11.5.2.2.- Effets des hydrolysats de polysaccharides sur Lactobacillus casei

L’effet d’hydrolysats de polysaccharides, par addition dans le milieu de culture
d’une souche probiotique, est évalué. Il est suivi la croissance du microorganisme et sa
capacité a produire des acides gras a courte chaine. L’estimation se fait par la mesure du
pH et de I’acidité titrable du milieu.

11.5.2.2.1. - Croissance de Lactobacillus casei

Les suivis de croissance de Lactobacillus casei en présence de chacun des
hydrolysats testés comme seule source de carbone glucidique, sont représentés dans la
figure 18. Le glucose (témoin de croissance), a montré une croissance accélérée qui
atteint 2,069 DO aprés 18 heures. Par contre, 1’absorbance de témoin négatif, est restée
faible et ne dépasse pas 0,600 DO.

En présence des fructooligosaccharides (RP 95) (control positif), la souche a
atteint un bon niveau de croissance soit 1,022 DO aprés 15 heures de culture et se
stabilise jusqu'a 24 heures. Cette stabilité peut traduire une atteinte de la phase
stationnaire plus précoce (GENESTIE, 2006).

La souche a montré des comportements différents en fonction de 1’hydrolysat
apporté au milieu. Les hydrolysats des polysaccharides hydrosolubles issus de Plantago

115



Chapitre 11.- Résultats et discussion

notata, d’Asphodelus tenuifolius, d’Astragalus armatus et d’Urginea noctiflora dans une
moindre mesure, engendrent une amélioration de la croissance de Lactobacillus casei
comparativement au témoin négatif.

=4—RP95 (control positif) == Glc (Témoin de croissance ) P. notata
== A armatus ==ie=U. noctiflora A. tenuifolius
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Figure 28.- Suivi de la croissance de L. casei sur MRS complémenté par différentes
sources carbonées estimée par mesure de DO a 570nm

Bien que I’effet observé soit inférieur a celui produit par le mélange de
fructooligosaccharides de référence RP95. La progression de la croissance, observé en
présence des hydrolysats de Plantago notata, d’Asphodelus tenuifolius et d’Astragalus
armatus est significative et montrant un effet prébiotique des hydrolysats.
CRITTENDEN et al. (2002) conferent un effet prébiotique aux oligosaccharides dés lors
qu’ils montrent un accroissement de 0,1 DO supérieur a ce du témoin négatif, aprés 24h
de culture. En effet, I’hydrolysat d’Asphodelus tenuifolius montre une amélioration de la
croissance, estimée par augmentation d’absorbance, aprés 24h de culture d’environs 0,4
unité a celle mesurée pour le témoin négatif. L’hydrolysat de Plantago notata entraine
une ameélioration d’environ 0,33 unité a celle mesurée pour le témoin négatif apres 24h de
culture. Toutefois, 1’hydrolysat d’Astragalus armatus provoque une progression apres
24h de culture d’environs 0,24 unité a celle mesurée pour le témoin négatif. Cet
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accroissement de DO n’est pas observé pour I’hydrolysat d’Urginea noctiflora, dont il est
remarqué une faible amélioration, soit 0,073 unité.

En outre, la croissance de la souche est trois fois supérieure en présence de
glucose, mais en aucun cas I’effet des oligosaccharides n’est comparé a ce des 0ses
simples. Le glucose ne peut étre considéré comme prébiotique du fait de son absorption
précoce au niveau intestinal et par conséquent sa indisponibilité pour stimuler la
croissance de la flore endogene au niveau du c6lon (SAAD et al., 2013).

11.5.2.2.2. - pH et acidité de milieux de culture

Les résultats de pH final des milieux Man Rogosa Sharpe (MRS) complémenté par
différentes sources carbonées mesuré a 27°C, sont présentés dans la figure 29.

Le changement de pH refléte la fermentation des hydrolysats des polysaccharides.
I1 apparait que la production d’acide, s’accompagne par une chute de pH. Les valeurs de
pH enregistrées apres la phase d’incubation, sont de 6,26, 5,78, 5,44, et 5,39 pour les
milieux MRS complémentés par les hydrolysats d’Urginea noctiflora, d’Astragalus
armatus, de Plantago notata, et d’Asphodelus tenuifolius, respectivement (fig. 33).
L’augmentation de 1’acidité couplée a la diminution du pH, s’explique par activité
métabolique de la souche probiotique.

Il est intéressant de noter que les pH des milieux de culture additionnés

d’hydrolysats de polysaccharides apres fermentation sont inférieurs de celles de controle
négatif (pH de 6,5).

Elle pourrait étre liée a la production a des concentrations plus éleves des acides
gras a courte chaine lors de la fermentation des hydrolysats de polysaccharides par L.
casei. Les valeurs du pH, se situent entre 4,77 et 6,51, selon la source carbonée apportée
au milieu MRS.

Cela peut expliquer la variation de I’acidité provoquée par la souche lactique. Une
diminution modérée du pH, se remarque dans le milieu de culture a base de glucose (pH
4,77), par rapport a celle de temoin négatif (pH 6,51). La valeur du pH du milieu MRS
complémenté par RP95 (control positif), est de 5,26. Elle est inférieure a celles des
milieux MRS complémentés par les hydrolysats d’Asphodelus tenuifolius et de Plantago
notata, soit 5,39 et 5,44, respectivement.
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pH des milieux de culture

Source carbonée

Figure 29.- Valeurs de pH de milieu MRS complémenté par différentes sources
carbonées mesurées a 27°C

Une légére diminution du pH, est remarquée dans le milieu MRS complémenté par
I’hydrolysat d’Astragalus armatus, soit 5,78. La plus faible diminution de pH est notée
dans le milieu MRS complémenté par 1’hydrolysat d’Urginea noctiflora, soit 6,26. Les
valeurs du pH des milieux MRS a base de différents types de fructanes chez la souche
Lactobacillus casei, sont proches de 5,6. Le pH dépend de la concentration de la source
carbonée ajoutée (RENDON-HUERTA et al., 2011).

Une diminution du pH de 6,1 a 5,1 est remarquée dans la fermentation in vitro par
la flore intestinale du polysaccharide issu des graines de Plantago asiatica L., pendant 24
heures. Le polysaccharide est caractérisé par des teneurs élevées en xylose, arabinose et
en acide glucuronique. Il se differe de polysaccharide de Plantago notata par le type
d’acide uronique et le faible taux de rhamnose (1.67£0.10%), qui semblent interférer sur
la fermentation lactiqgue. Un abaissement du pH de 6,7 a 6,1 est remarqué apres
fermentation par les bactéries intestinales des polysaccharides de la paroi cellulaire des
plantes (VAN LAERE et al., 2000).

Les résultats de I'acidité titrable, sont regroupés dans le tableau 18. Il en ressort du
tableau que les milieux MRS complémentés par les hydrolysats d’ Asphodelus tenuifolius,
de Plantago notata, et d’Astragalus armatus ont une acidité appréciable qui s’exprime
par la production d’acides gras a courte chaine au cours de I’incubation pendant 24h. Les
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valeurs atteignent 5,76g/1, 5,679/l et 5,58g/1 respectivement.

Tableau 18.- Acidité titrable (g/l d'acide lactique) des milieux MRS
complémentés par les hydrolysats des polysaccharides

Glucose RP95 A.tenuifolius P.notata A.armatus U. noctiflora Témoin -

7,74 5,85 5,76 5,67 5,58 3,42 1,8

HU et al. (2013a) montrent que la présence de I'acide glucuronique et de xylose
dans le polysaccharide pourrait induire la production de l'acide acétique au cours de la
fermentation intestinale. L'augmentation de la production d'acide propionique est
principalement due a la fermentation de xylose et d’arabinose. Ainsi, ils ont montré que
l'augmentation de la production de I'acide n-butyrique résulte de la consommation de
I'acide glucuronique et de xylose. En effet, il est rapporté des taux d’acidité plus faible de
5,769/l et 5,679/l chez I’hydrolysat des polysaccharides d’Asphodelus tenuifolius et de
Plantago notata, respectivement. L’étude structurale antérieure des polysaccharides
laisse remarquer la présence de I'acide glucuronique (9,31%) chez Asphodelus tenuifolius
et la prédominance de xylose (38,1%) chez Plantago notata.

Les hydrolysats d’Astragalus armatus, de Plantago notata, et d’Asphodelus
tenuifolius, ont un effet stimulateur sur la croissance de L. casei a une concentration de
2%. Ces résultats indiquent que les hydrolysats d’Astragalus armatus, de Plantago
notata, et d’Asphodelus tenuifolius peuvent étre utilisés comme ingrédients prébiotiques
dans l'industrie alimentaire, bien que leurs structures ne soient pas encore identifiées.
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L’étude des polysaccharides hydrosolubles de quelques especes végétales
spontanées a caractére médicinal, utilisées par les populations autochtones de la région de
Ghardaia (Sahara septentrional Est algérien), a porté sur quatre plantes réputées dans
cette zone saharienne, par leurs effets officinaux. Elle concerne deux espéces de la
famille des Lilliaceae a savoir Asphodelus tenuifolius (Cavan.) et Urginea noctiflora
(Batt et Trab.), une espece de la famille des Fabaceae (Astragalus armatusLam.) et une
espece de la famille des Plantaginaceae (Plantago notata Lagasca). Les différentes
parties des plantes investies sont : la partie aérienne pour A. tenuifolius, les bulbes pour
U. noctiflora et les graines pour A. armatus et P. notata. La composition chimique des
extraits des différents échantillons récoltés a mis en évidence différents groupes
chimiques. Il est noté pour les hydrates de carbones des teneurs allant de 82,58+0,96%
pour les bulbes d’U. noctiflora, suivies des graines d’A. armatus avec 76,60+£2,12%, de la
partie aérienne d’A. tenuifolius (74,30+2,19%), et les graines de P. notata
(71,77£3,14%).Les rendements massiques d’extraits de polysaccharides hydrosolubles
par rapport aux matieres seches sont de 2,13% pour la partie aérienne d’A.
tenuifolius,4,21% pour les graines d’A. armatus, 5,33% pour les bulbes d’U. noctiflora et
8,27% pour les graines de P. notata.

Toutefois, les extraits des différentes plantes révelent des teneurs notables en
polyphénols dans les extraits polaires d’U. noctiflora (14,47mgGAE/g) et d’A. tenuifolius
(14,68 mgGAE/g) avec des quantités appréciables en flavonoides dans les extraits des
bulbes d’U. noctiflora (10,87+2,30mgRE/g) et la partie aérienne d’A. tenuifolius
(12,23+1,88mgRE/Q).

Les conditions optimales d'hydrolyse acide des polysaccharides hydrosolubles
(température, concentration en acide, cinétique de la libération des oses), suivant deux
systemes de séparation par CCM et le dosage des composeés furfuraliques, permettent une
¢tude rapide, simple et moins laborieuse d’hydrolyse des polysaccharides hydrosolubles
des différentes parties des plantes étudiées, pour leur caractérisation. Pour les
polysaccharides hydrosolubles de la partie aérienne d’A. tenuifolius, il est remarque que
I'nydrolyse a 80°C et a 2M TFA pendant 1h permet la libération des oses simples, avec
un taux plus faible de composés furfuraliques. Les conditions optimales d'hydrolyse des
polysaccharides hydrosolubles des graines de P. notata, sont a 4M TFA et a 100°C
pendant 30mn. Les conditions optimales d'hydrolyse des polysaccharides hydrosolubles
des graines d'A. armatus sont a 4M TFA et a 100°C pendant en 30mn. Pour les bulbes
d’U. noctiflora, il est retenu 2M TFA et a 100°C, pendant 2 heures.
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L'analyse par GC/MS-EI et HPAEC-PAD de la composition osidique a montré
que les graines d’A. armatus renferment un galactomannane, fortement ramifiées avec un
rapport M/G bas de 1,6, semble interagi préférentiellement avec 1’eau. Le
galactomannane d’A. armatus peut étre utilise comme agent émulsifiant, abaisse la
tension de surface et stabilise les émulsions en formant un film liquide autour des
gouttelettes. Les graines de P. notata semblent renfermer deux types de polysaccharide;
un arabinoxylane (rapport A/X de 0,17) et d’une pectine. Les bulbes d’U. noctiflora, en
contiennent un glucomannane de type galacto-glucomannane. La richesse de 1’hydrolysat
en glucose laisse a suspecter la présence d’un glucane, qui reste a confirmer ou infirmer
apres d’autres techniques chromatographiques a savoir la chromatographie d'exclusion
stérique. Le fort pourcentage de glucose et de mannose dans I'extrait de polysaccharides
hydrosolubles de la partie aérienne d'A. tenuipholius, pourrait étre un glucomannane.

L’activité anti-complément des polysaccharides hydrosolubles des extraits de
graines de P. notata et de bulbes d’U. noctiflora, a montré une efficacité notable vis a vis
I’inhibition de I’activité de complément. Il est remarqué une activité anti-complément
appréciable des graines de P. notata supérieure a celle de 1’héparine. Ces activités anti-
compléments vient a appuyer 1’utilisation des graines de P. notata et les bulbes d’U.
noctiflora en médecine traditionnelle comme des anti-inflammatoires. Les propriétés
anti-compléments des extraits pourraient étre un atout supplémentaire dans le traitement

de ’anémie hémolytique, inflammatoire et des hémolyses bactériennes.

La mise en ceuvre des processus hydrolytiques, laisse remarquer la présence de
fractions enrichies en oligosaccharides, mises en valeurs par le test prébiotique. Les
fractions oligosaccharidiques, sont purifiées par fermentation a 1’aide de Saccharomyces
cerevisiae. C’est une élimination sélective des monosaccharides indésirables. L’effet
prébiotique des oligosaccharides sur la croissance in vitro de Lactobacillus casei, a
entrainé des améliorations de croissance et une activité métabolique de la souche
probiotique plus élevée, estimée par 1’augmentation de I’absorbance, aprés 24h de culture
d’environ 0,4 unité pour I’hydrolysat d’Asphodelus tenuifolius et0,33 unité pour
I’hydrolysat de Plantago notata, par rapport au témoin négatif.

La présente étude montre que certains oligosaccharides peuvent étre utilisés

comme ingrédients alimentaires fonctionnels stimulant la croissance des souches
probiotiques et améliorent leur survie dans le tractus gastro-intestinal.
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Perspectives

Il est souhaitable, pour mieux connaitre les conditions optimales d’hydrolyse
d’utiliser un modele statistique. De méme, il faut faire le suivi du dosage des oses simples
libérés lors de I’hydrolyse par la méthode a 1’acide 3,5-dinitrosalicylique ou par HPAEC.
La detection des dérivés furfuraliques, doit se faire par chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS).

Pour confirmer ou infirmer la richesse de 1’hydrolysat des polysaccharides extraits
des bulbes d’U. noctiflora en glucose qui laisse suspecter la présence d’un glucane, il faut
faire appel a la chromatographie d'exclusion stérique, pour leur fractionnement et leur
identification.

Pour une meilleure évaluation de I’activité anti-complement des polysaccharides,
il est souhaitable de purifier, de fractionner et d’étudier le pouvoir d’inhibition des
fractions polysaccharidiques, afin de préciser les parties ayant une capacité d’inhibition
de complément appréciable. De méme; pour connaitre la relation structure fonction,
I’analyse structurale par spectrométrie de masse et par la résonance magnétique reste a
suivre.

Pour I’effet prébiotique des hydrolysats, une caractérisation chimique des
oligosaccharides issus de 1’hydrolyse des polysaccharides s’avére nécessaire, et optimiser
leur obtention. Rechercher le caractere prébiotique des oligosaccharides sur plusieurs

souches probiotiques reconnues et leurs capacités d’adhésion a la mucine gastrique.
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Annexe 01

Rt des hydrolysats de polysaccharides d'A. armatus dans le systéme 1

Temps 30mn 1h 2h 3h 4h 5h
0.05 0.05 0.05 0.05
0.36 0.05 0.12 0.12 0.12 0.12
o 0.44 0.12 0.23 0.23 0.23 0.23
0.5Ma80°C 0.36 0.25 0.25 0.25 0.25
0.44 0.36 0.36 0.36 0.36
0.44 0.44 0.47 0.47
R
0-5Ma100°C 8§§ 0.33 0.33 0.33 0.33 0.33
0.39 0.39 0.39 0.39 0.39
0.02
002 0.0 0.02 0.02 0.02 007
0.05 0.05 0.05
0.05 0.05 0.11
o ot 0.11 0.11 0.23 023
2M 280°C 0.23 0.23 0.32
0.23 0.23 0.32
oo o 0.37 0.37 0.37 036
o o 0.44 0.44 0.41 o
0.52 0.52 0.52 00
0.06 0.06
0.14
8:;‘7‘ g:;‘ 0.27 0.41 0.41 0.41
2M 4 100°C ol o 0.41 0.47 0.47 0.47
0.47 0.56 0.56 0.56
0.47 0.47 06
0.56 0.56
0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07
0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17
4M 280°C 0.32 0.32 0.32 0.32 0.32 0.32
0.47 0.47 0.47 0.47 0.47 0.47
0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53
0.62 0.62 0.62 0.62 0.62
8;2 g:;g 0.15 0.15 0.15 0.29
o o 0.29 0.29 0.29 0.37
4M 2100°C o 043 0.37 0.37 0.37 0.43
0.43 0.43 0.43 0.50
0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
0.60 0.60
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Rt des hydrolysats des polysaccharides d'A.armatus dans systéme 02.

Annexe 02

Temps 30mn 1lh 2h 3h 4h 5h

0.12 0.52 0.06 0.06 0.06 0.06
0.16 0.12 0.12 0.12 0.12
0.23 0.18 0.18 0.18 0.18
0.5M a 80°C 0.31 0.28 0.28 0.28 0.28
0.43 0.37 0.37 0.37 0.37
0.52 0.47 0.47 0.47 0.47
0.52 0.52 0.52 0.52
0.03 0.03 0.03 0.03 0.07 0.07
0.07 0.07 0.07 0.07 0.13 0.13
0.13 0.13 0.13 0.13 0.24 0.24
0.5M a 100°C 0.24 0.24 0.24 0.24 0.35 0.35
0.35 0.35 0.35 0.35 0.40 0.40
0.40 0.40 0.40 0.40 0.48 0.48

0.48 0.48 0.48 0.48
0.14 0.14 0.14 0.14 0.14 0.11
0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17
0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
0.46 0.34 0.34 0.34 0.34 0.30

2M a 80°C
0.56 0.46 0.46 0.46 0.46 0.40
0.56 0.56 0.56 0.56 0.46
0.56
0.03 0.03 0.03 0.03 0.31 0.31
0.09 0.09 0.09 0.09 0.36 0.36
2M a 100°C

0.20 0.18 0.18 0.18 0.45 0.45
0.26 0.31 0.31 0.31 0.50 0.50
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0.45 0.45 0.45 0.36 0.60 0.60

0.50 0.50 0.50 0.45 0.65 0.65

0.60 0.60 0.60 0.50

0.65 0.60

0.03 0.07 0.07 0.14 0.14 0.14

0.07 0.14 0.14 0.20 0.20 0.20

0.14 0.20 0.20 0.28 0.28 0.28

0.20 0.28 0.28 0.39 0.39 0.39
4M a 80°C

0.28 0.39 0.39 0.48 0.48 0.48

0.39 0.48 0.48 0.52 0.52 0.52

0.48 0.52 0.52 0.60 0.60 0.60

0.52 0.60 0.60

0.21 0.07 0.07 0.07 0.07 0.13

0.28 0.21 0.13 0.13 0.13 0.22

0.35 0.28 0.28 0.28 0.28 0.48
4M a 100°C 0.42 0.48 0.48 0.48 0.48 0.54

0.48 0.54 0.54 0.54 0.54

0.54 0.63 0.63 0.63 0.63

0.63
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Annexe 03

Rrdes hydrolysats des polysaccharides de P. notata dans le systeme 01

Temps 30mn 1h 2h 3h 4h 5h
0.44 0.11 0.11 0.07 0.11 0.11
0.49 0.18 0.18 0.11 0.18 0.26
0.54 0.21 0.21 0.18 0.26 0.37
0.32 0.26 0.26 0.37 0.44
0.5M a 80°C
0.39 0.37 0.37 0.44 0.54
0.44 0.44 0.44 0.49
0.49 0.49 0.54 0.54
0.54 0.54
0.06 0.13 0.13 0.13 0.06 0.06
0.09 0.16 0.16 0.16 0.22 0.22
0.10 0.20 0.20 0.20 0.44 0.44
0.13 0.31 0.40 0.40 0.50 0.50
0.16 0.40 0.48 0.48
0.20 0.48 0.52 0.52
0.24 0.58 0.58 0.58
0.5M a 100°C
0.26
0.31
0.34
0.40
0.48
0.52
0.58
0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
0.09 0.09 0.09 0.09 0.09 0.09
2M a 80°C 0.14 0.14 0.11 0.11 0.11 0.11
0.18 0.18 0.18 0.15 0.15 0.15
0.21 0.21 0.21 0.37 0.37 0.37
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0.37 0.25 0.25 0.42 0.42 0.42
0.42 0.37 0.37 0.47 0.47 0.47
0.47 0.42 0.42 0.53 0.53 0.53
0.53 0.47 0.47
0.53 0.53
0.40 0.12 0.12 0.12
0.45 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
2M a 100°C 0.56 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
0.45 0.45 0.45 0.45 0.45
0.56 0.56 0.56 0.56 0.56
0.06 0.06 0.06 0.06 0.06 0.06
0.25 0.25 0.15 0.15 0.25 0.25
0.37 0.37 0.25 0.25 0.48 0.48
4M a 80°C 0.48 0.48 0.37 0.48 0.53 0.53
0.53 0.53 0.48 0.53 0.62 0.62
0.62 0.62 0.53 0.62
0.62
0.06 0.06 0.06 0.06 0.04 0.16
0.29 0.25 0.29 0.29 0.16 0.25
0.34 0.34 0.46 0.46 0.25 0.46
0.41 0.41 0.52 0.57 0.46 0.51
4M a 100C°
0.46 0.47 0.57 0.67 0.51 0.60
0.52 0.52 0.67 0.60
0.57 0.57
0.67 0.67
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Rt des hydrolysats des polysaccharides de P. notata dans le systéme 02.

Annexe 04

Temps 30mn 1h 2h 3h 4h 5h
0.48 0.48 0.23 0.13 0.13 0.18
0.53 0.53 0.37 0.18 0.18 0.23
0.46 0.23 0.23 0.31
0.48 0.31 0.31 0.46
0,5M a 80°C
0.53 0.37 0.37 0.48
0.46 0.46 0.53
0.48 0.48
0.53 0.53
0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07
0.10 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
0.13 0.32 0.42 0.42 0.42 0.42
0.17 0.42 0.47 0.47 0.47 0.47
0.21 0.47 0.56 0.56 0.56 0.56
0.25 0.56
0,5M a 100°C
0.32
0.35
0.42
0.47
0.50
0.56
0.34 0.34 0.06 0.06 0.06 0.06
0.38 0.38 0.11 0.11 0.11 0.11
0.41 0.41 0.16 0.16 0.16 0.16
2M a80°C 0.48 0.48 0.21 0.28 0.28 0.28
0.53 0.53 0.28 0.35 0.35 0.35
0.57 0.57 0.32 0.43 0.43 0.43
0.63 0.63 0.38 0.53 0.53 0.53
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0.43 0.57 0.57 0.57
0.48 0.63 0.63 0.63
0.53
0.57
0.63
0.06 0.06 0.06 0.06 0.33 0.12
0.18 0.18 0.18 0.18 0.44 0.30
0.44 0.44 0.44 0.44 0.48 0.48
2M a100°C
0.49 0.49 0.49 0.49 0.58 0.55
0.58 0.58 0.58 0.58 0.62
0.68
0.06 0.06 0.06 0.06 0.02 0.02
0.12 0.12 0.12 0.12 0.06 0.12
0.23 0.23 0.23 0.23 0.12 0.23
0.31 0.31 0.31 0.31 0.23 0.30
4M 4 80°C
0.38 0.38 0.38 0.38 0.30 0.37
0.44 0.44 0.44 0.44 0.38 0.52
0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.63
0.63 0.63 0.63 0.63 0.63
0.35 0.30 0.11 0.11 0.13 0.13
0.44 0.35 0.23 0.23 0.23 0.23
0.50 0.44 0.30 0.30 0.30 0.30
4M a100°C 0.57 0.50 0.44 0.44 0.35 0.35
0.57 0.50 0.50 0.48 0.48
0.57 0.57 0.54 0.54
0.63 0.63
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Rt des hydrolysats des polysaccharides d'U. noctiflora dans le systeme 01

Annexe 05

Temps 30mn 1h 2h 3h 4h 5h
0.17 0.17 0.17 0.17 0.17 0.17
0.25 0.25 0.25 0.30 0.30 0.30
0.30 0.30 0.30 0.36 0.36 0.36
0,5M a 80°C 0.36 0.36 0.36 0.40 0.40 0.40
0.40 0.40 0.40 0.54
0.67
0.74
0.23 0.23 0.23 0.23 0.23 0.23
05M & 100°C 0.29 0.29 0.29 0.29 0.29 0.29
0.37 0.37 0.37 0.37 0.37 0.37
0.12 0.12 0.07 0.21 0.21 0.28
0.16 0.16 0.12 0.25 0.25 0.40
0.21 0.21 0.16 0.28 0.28 0.44
0.23 0.23 0.21 0.35 0.35
2M a80°C 0.25 0.25 0.25 0.38 0.38
0.28 0.28 0.35 0.42 0.42
0.30 0.30 0.40
0.35 0.35
0.42 0.42
2M a100°C 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48
0.28 0.28 0.28 0.28 0.23 0.28
0.32 0.32 0.32 0.32 0.28 0.32
0.50 0.50 0.50 0.42 0.32 0.50
4M a80°C 0.59 0.59 0.59 0.50 0.35 0.59
0.59 0.42
0.50
0.59
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4M & 100°C

0.21

0.26

0.36

0.43

0.50

0.21

0.26

0.36

0.43

0.5

0.21

0.26

0.36

0.43

0.50

0.58

50

50

50
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Rt des hydrolysats des polysaccharides d'U. noctiflora dans le systeme 02

Annexe 06

Temps 30mn 1lh 2h 3h 4h 5h
0.25 0.48 0.12 0.12 017 0.48
. 033 0.16 0.16 0.22 Sous
0,5Ma80°C 0.38 0.48 0.21 0.27 formet
0.48 0.25 0.48 rainée
0.48
0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
0,5M 4 100°C 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27
0.31 0.31 0.31 0.31 0.31 0.31
0.4 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
0.34 0.40 0.23 0.40 0.40 052
s 0.40 0.52 0.40 0.52 0.52 0.61
2M ag0*C 0.52 0.81 0.52 0.61 0.61 0.81
0.81 0.61 0.81 0.81
0.81
0.28 0.28 0.28 0.28 0.43 0.43
o 0.32 0.32 0.32 0.32 0.48 0.48
2Ma100°C 0.38 0.38 0.38 0.43 0.54 0.54
0.48 0.48 0.48 0.48
0.54 0.54
0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.53
0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.62
053 0.53 0.53 0.53 0.53 0.82
AM 280C° 0.65 0.62 0.62 0.62 0.62
0.82 0.67 0.67 0.67 0.67
0.82 0.82 0.82 0.82
0.15 0.13 0.31 0.52 0.52 052
0.26 0.18 0.41
0.34 0.26 0.49
e 0.45 0.34 0.57
4Mal100°C 0.52 0.45 0.63
0.61 0.52
0.63
0.73
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Annexe 07

Rrdes hydrolysats des polysaccharides d'A. tenuifolius dans le systéme 01.

Temps 30mn 1h 2h 3h 4h 5h
0.44 0.04 0.06 0.06 0.06 0.06
0.49 0.06 0.09 0.09 0.09 0.09
0.09 0.11 0.11 0.11 0.11
0.11 0.14 0.14 0.14 0.14
0,5M a80°C 0.14 0.18 0.18 0.18 0.18
0.18 0.25 0.25 0.25 0.25
0.37 0.37 0.37 0.37 0.37
0.44 0.44 0.44 0.44 0.44
0.49 0.49 0.49 0.49 0.49
0.53 0.53 0.53 0.53
0.16 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16
0.19 0.19 0.19 0.19 0.19 0.19
0.40 0.25 0.25 0.21 0.21 0.21
o 0.47 0.35 0.35 0.25 0.25 0.25
0,5M a100°C 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
0.47 0.47 0.47 0.47 0.47
0.57 0.57 0.57 0.57 0.57
0.04 011 011 011 011 011
0.11 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
oM 380°C 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
0.42 0.42 0.42 0.42 0.42 0.42
0.06 012 012 0.12 012 012
0.12 0.16 0.16 0.16 0.16 0.16
0.16 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
IM 4 100°C 0.20 0.38 0.38 0.38 0.38 0.38
0.38 0.45 0.45 0.45 0.45 0.45
0.45 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
0.55

0.16 0.16 0.16 0.06 0.06 0.06
0.19 0.19 0.19 0.16 0.16 0.16
0.24 0.24 0.24 0.19 0.19 0.19
0.28 0.28 0.28 0.24 0.24 0.24
0.40 0.40 0.40 0.28 0.28 0.28
AM 280°C 0.48 0.48 0.48 0.40 0.40 0.40
0.52 0.52 0.52 0.48 0.48 0.48
0.61 0.61 0.61 0.52 0.52 0.52
0.66 0.66 0.66 0.61 0.61 0.61
0.66 0.66 0.66
0.06 0.06 0.19 0.19 0.19 0.19
0.19 0.19 0.29 0.29 0.29 0.29
0.29 0.29 0.32 0.32 0.32 0.32
0.32 0.32 0.52 0.52 0.52 0.52
4M 4 100°C 0.52 0.52 0.58 0.58 0.58 0.58
0.58 0.58 0.67 0.67 0.67 0.67

0.67 0.67
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Annexe 08

Rt des hydrolysats des polysaccharides d'A. tenuifolius dans le systéme 02.

Temps 30mn 1h 2h 3h 4h 5h
0.48 0.48 0.23 0.23 0.48 0.48
0,5Ma 80°C 0.36 0.48 0.53 0.53
0.48 0.53 0.61 0.61

0.53 0.61

0.61

0.44 0.44 0.08 0.08 0.08 0.08
0.48 0.48 0.26 0.26 0.26 0.26
0.42 0.42 0.42 0.42
0,5Ma 100°C 0.48 0.48 0.48 0.48
0.57 0.57 0.57 0.57
0.32 0.11 0.05 0.05 011 0.11
0.38 0.16 0.13 0.13 0.16 0.16
0.41 0.26 0.16 0.16 0.26 0.26
0.44 0.32 0.26 0.26 0.32 0.32
0.57 0.36 0.32 0.32 0.36 0.35
2M 280°C 0.42 0.36 0.36 0.42 0.42
0.47 0.42 0.42 0.47 0.47
0.52 0.53 0.53 0.52 0.52
0.57 0.57 0.57 0.57 0.57
0.64 0.64 0.64 0.64 0.64
012 0.21 0.21 0.25 0.16 0.16
0.21 0.37 0.37 0.43 0.25 0.25
o 0.37 0.53 0.53 0.48 0.43 0.43
2Mal0oc 0.53 0.59 0.59 0.59 0.48 0.48
0.59 0.63 0.59 0.59
0.63 0.63
0.18 0.18 0.18 0.18 0.18 0.18
0.27 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27
0.31 0.31 0.31 0.31 0.31 0.31
- 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40
4M a80°C 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53 0.53
0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
0.64 0.64 0.64 0.64 0.64 0.64
0.13 0.13 0.05 0.05 0.05 0.05
0.29 0.29 0.29 0.30 0.30 0.30
0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35
o 0.47 0.47 0.47 0.46 0.46 0.46
4Mal00°C 0.54 0.54 0.54 0.51 0.51 0.51
0.63 0.63 0.63 0.58 0.58 0.58
0.67 0.67 0.67 0.63 0.63 0.63
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Résuméeés



Caractérisation physico-chimique des polysaccharides de quelques plantes
spontanées a caractere médicinal récoltées dans la région de Ghardaia (Sahara
Septentrional Est algérien): Activité biologique

Résumé

L’étude porte sur les polysaccharides issus des extraits de différentes parties de
quelques plantes spontanées a caractére médicinal, récoltées dans la région de Ghardaia,
située au Sahara septentrional Est algérien. 1l s’agit de la partie aérienne d’Asphodelus
tenuifolius Cavan. (Lilliaceae), des bulbes d’Urginea noctiflora Batt et Trab. (Lilliaceae)
et des graines d’Astragalus armatus Lam. (Fabaceae) et de Plantago notata Lagasca
(Plantaginaceae). Apres avoir défini les conditions optimales d’hydrolyse a 1’acide
trifluoroacétique, I'analyse par GC/MS-EI et HPAEC-PAD des monosaccharides, laisse
apparaitre de polysaccharides de type glucomannane, avec un rapport molaire
glucose/mannose 0,80 dans la partie aérienne d’A. tenuifolius. Les polysaccharides de
bulbes d’U. noctiflora renferme 50,2% du glucose, 38,6% du mannose, et 11,2% du
galactose. Ceux des graines de P. notata, contiennent principalement du xylose (38,1%),
de I’acide galacturonique (18,0%), du glucose (12,5%), du rhamnose (10,8%), du
galactose (10,6%), et de I’arabinose (9,90%). Il est retrouvé un galactomannane avec un
rapport mannose/ glucose de 1,6 dans I'extrait des graines d’A. armatus. La diversité
structurale remarquable des polysaccharides, permet d’espérer un large spectre de
propriétés anti-complément et prébiotique qui pourront étre ajustées par hydrolyse acide.
Une forte activité anti-complément est remarquée chez les polysaccharides des graines de
P. notata, exprimée par une concentration inhibitrice 50% (Clso) de 0,210+0,028mg/ml
par rapport a celle notée pour I’héparine (0,376+0,039mg/ml). Des activités moindres
exprimées par des Clso de 0,590+0,016mg/ml, 0,947+0,008mg/ml et 0,984+ 0,21mg/ml,
sont observees respectivement pour les polysaccharides de bulbes d’U. noctiflora, de la
partie aérienne d’A. tenuifolius et des graines d’A. armatus. L’effet prébiotique des
hydrolysats de polysaccharides sur la croissance in vitro de Lactobacillus caseli, se traduit
par une croissance remarquable. 1l est apres 24h de culture, de 0,4 unité pour 1’extrait de
la partie aérienne d’A. tenuifolius et 0,33 unité pour les graines de P. notata, par rapport
au témoin négatif. Cette action conduit a la diminution du pH (5,39 et 5,44) et a une
augmentation de I’acidité titrable (5,76 et 5,67), respectivement pour les hydrolysats d’A.
tenuifolius et de P. notata, ce qui s’explique par une activité métabolique de la souche
probiotique.



Mots clés: Polysaccharides, plantes spontanees, médicinal, hydrolyse, activité, anti-
complement, prébiotique, Sahara.



Chemical composition and bioactivity of water soluble polysaccharides extracted
from some medicinal plants harvested in the region of Ghardaia (Septentrional
Sahara algerian)

Abstract

The study focuses on water-soluble polysaccharides extracted from different
parts of four spontaneous plants used as traditional medicine in Ghardara
(Septentrional Sahara Algerian). These include; the aerial part of Asphodelus
tenuifolius Cavan. (Lilliaceae), bulbs of Urginea noctiflora Batt and Trab. (Lilliaceae),
seeds of Astragalus armatus Lam. (Fabaceae) and seeds of Plantago notata Lagasca
(Plantaginaceae). Different polysaccharide hydrolysis procedures were carried out
including the following variants; three concentrations of trifluoroacetic acid, five
durations of hydrolysis and at two temperatures. Structural characterization of
resulting monosaccharides using GC/MS-EI and HPAEC-PAD showed that A.
tenuifolius aerial part polysaccharides are of glucomannan nature and contained a
molar ratio of glucose to mannose of 0.80. The monosaccharide composition of
polysaccharides from U. noctiflora bulbes in weight % was glucose (50.2%), mannose
(38.6%), and galactose (11.2%). Whereas the water soluble polysaccharides of P.
notata seeds consisted mainly of xylose (38,1%) along with galacturonic acid (18,0%),
glucose (12,5%) , rhamnose (10,8%), galactose (10,6%), and small amount of
arabinose (9,90%), indicating the presence of pectin-like polysaccharides. The
analysis also revealed that A. armatus seeds contained galactomannan type
polysaccharides with molar ratio of galactose to mannose of 1.6. The variation in the
chemical structure of polysaccharides detected in the studied plants suggests the
possibility of a broad spectrum biological activity. The polysaccharide extracts were
investigated in vitro for their anticomplement activity. Of these, polysaccharides from
P. notata showed the highest activity with a 50% hemolysis inhibiting concentration
(ICs0) value of 0.210+0.028 mg/ml compared to that observed for heparin
(0.376£0.039 mg/ml). Less activities expressed by ICso of 0.590+0.016mg/ml,
0.947£0.008mg/ml and 0.984+0.21mg/ml, were observed for polysaccharides of U.
noctiflora bulbs, A. tenuifolius air part and A. armatus seeds, respectively. The
prebiotic effect of polysaccharides hydrolysis was evaluated on in vitro growth of
Lactobacillus casei. Polysaccharides hydrolysis from A. tenuifolius aerial part and P.
notata seeds showed higher improvement of growth after 24 hours of culture, about
0.4 unit and 0.33 unit, according to the negative control, combined with the decrease in



pH (5.39 and 5.44) and the increase in titrable acidity (5.76 and 5.67), respectively,
resulting an increase in metabolic activity of the probiotic strain.

Keywords: Polysaccharides, spontaneous plants, medicinal, characterization, anti-
complement, prebiotic, Sahara.
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Partial Characterization and Hydrolysis Procedure of
Water Soluble Polysaccharides Extracted from
Onesaharian Medicinal Plant: Malvaaegyptiaca L.

Zakaria Boual, Abdellah Kemassi, Aminata Ould El Hadj Khelil, Philippe Michaud,
and Mohammed DidiOuld El Hadj

Abstract—Malvaaegyptiaca L. (Malvaceae), a spontaneous
plant used as a traditional medicine in Ghardaia
(SeptentrionalSahara Algerian). This paper reports the
extraction and partial characterization of water-soluble
polysaccharides from M.aegyptiaca leaves. These
polysaccharides were obtained by elimination of the ethanol
extract and sequential extraction in distilled water, followed by
precipitation in 75% ethanol. The yield of extract is 1.46%
(w/w). The crude water soluble polysaccharide extracts were
further characterized and revealed the average values 17.14 =
1.43% proteins and 78.18+2.04% carbohydrates, among them
30.68+0.42% are uronic acid  and47.49+1.62%are
neutralmonosaccharides.The acid hydrolysis was studied with
trifluoroacetic acid (TFA) at two concentrations,with five
durations of hydrolysis and at two temperatures. A single
hydrolytic step with 4M TFA at 80°C for 4 h is suggested to be
more effective in releasing monomers frompolysaccharides
than other hydrolysis procedures.The identification of
monosaccharide composition by high performance anion
exchange chromatography with pulsed amperometric detection
(HPAEC-PAD) methods shows 56.86% of galactose, 8.46% of
rhamnose, 9.04% of arabinose, 5.05% of mannose and 20.57%
of glucuronic acid.

Index Terms—Malvaaegyptiaca, traditional medicine,
polysaccharides, HPAEC-PAD.
I. INTRODUCTION

Malvaaegyptiaca (Malvaceae) is a spontaneous plant
used in traditional medicine prescriptions in Ghardaia
(Septentrional Sahara Algerian) [1]. The macerate ofleaves
is used in the treatment of dysentery, constipationand fevers.
The cataplasm of leaves is also used in treating wounds,
sore and skin-eruptions [2].The Malvaceaefamily is
characterized by the presence of mucilaginous cells that
store polysaccharides,allowing the retention of large
amounts of water [3]. In recent years, plant producing
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polysaccharides have been widely studied in order to
understand the relationship between physicochemical
characteristics and biological activity. Most of the
polysaccharides isolated from medicinal plants, have
additional non structural activities, such as pectinswhich
possess immunomodulatory, complement-modulating, anti-
HSV (Herpes simplex virus) and anti-inflammatory
activities [4]. Furthermore, Polysaccharides are the most
abundant organic polymers obtained by biosynthesis,
available from different plant and animal sources with
variable structures. They have attracted researchers because
of their advantages as: (I) renewable character, (II)
biodegradation, (III) relatively low cost and (IV)possibility
of conversion into various derivatives due to their reactivity
with many organic molecules [5]. Owing to the commercial
and pharmaceutical usefulness of mucilage,
physicochemical characterization of these polysaccharides
is of significant importance. In the present study, we report
the extraction and partial characterization of water soluble
polysaccharides  from M. aegyptiacaleaves.  The
monosaccharides gen erated by acid hydrolysis are isolated
by high-pH anion-exchange chromatography with pulsed
amperometric detection (HPAEC-PAD).

II. MATERIALS AND METHODS

A.  Plant Material

The leaves of M. aegyptiacawere harvested from
OuedTouzouz (region of Ghardaia) in March 2010,
identified, air-dried at ambient temperature for three weeks
and stored in cardboard boxes for later use.

B.  Extraction of Water-Soluble Polysaccharides

M. aegyptiaca leaves were ground into powder using high
speed disintegrator and were pre-extracted with 80%
ethanol using a soxhlet apparatus in order to remove some
colored materials, oligosaccharides and some other low
molecular weight compounds. When no more colored
material could be observed in the ethanol extract the
procedure was ceased and the organic solvent left in the
residue was allowed to dry out [4]. The pretreated dry
powder was extracted twice with two volumes of deionized
water under constant stirring for 3 h in a 60 °C water
bath[4][6]. The mixture was centrifuged (2000g, 20 min),
then the supernatant was filtered through gauze and
Whatman GF/A glass fiber filter, concentrated at 40 °C in
vacuum and dialyzed at cut-off 3500 Da [7]. The extract
was precipitated by the addition of ethanol to a final



International Journal of Bioscience, Biochemistry and Bioinformatics, Vol. 2, No. 2, March 2012

concentration of 75% (v/v) and the precipitates were
collected by centrifugation, washed with acetone, dissolved
in deionized water and finally lyophilized[4]. Brown crude
water-soluble polysaccharides were obtained.

C. Chemical Composition Analysis

Total neutral sugar content was determined by the
reaction with phenol in the presence of sulfuric acidusing
glucose as a standard [8]. The total uronic acid content was
colorimetrically determined by the m-hydroxydiphenyl
assay using galacturonic acid as a standard [9]. Proteins in
the solution were estimated by the method of binding of
Coomassie Brilliant Blue G-250 to protein using bovine
serum albumin as a standard [10].

D. Analysis of Carbohydrate Composition

Composition analyses of polysaccharides have
typicallybeen based on hydrolysis procedures using
hydrochloric,sulfuric, or trifluoroacetic acid (TFA) at
elevated temperatures. More recently TFAhas become the
acid of choice for most carbohydrateanalysis due to its
effectiveness at hydrolyzing glycosidicbonds without
causing extensive destruction of  theresulting
monosaccharide components and due to itsvolatility, which
minimizes its interference with subsequentprocedures
[11].Different procedures were tested; (a) 2 M TFA at
100°C for 5 h; (b) 4 M TFA at 100°C for 5 h; (c) 4 M TFA
at 80°C for 5 h. Finallythe kinetic of liberation and
degradation of oligosaccharides chains as a function of the
time were performed. The hydrolysate was cooled and
evaporated under reduced pressure at 40 °C, washed with
methanol and re-dissolved in distilled water. Hydrolysis
procedures were estimated by Thin-layer chromatography.
The optimum condition of hydrolysis is used in HPAEC-
PAD analysis.

1) Thin-layer chromatography (TLC)

The TLC analyses of hydrolysates were performed on
silica gel 60G (Merck) plates with butanol:aceticacid:water
(2/1/1, v/v) as the developing phase, and the neutral
monosaccharide(s) and uronic acids in the hydrolysate were
detected by spraying with diphenylamine:aniline:phosphoric
acid (5:5:1, v/v), dried and heated at 80 °C for 15
min[12],[13],[14]. Rf wvalues of different spots were
determined by measuring the movement of solvent and
movement of solutemolecules with a ruler. Movement of
solute divided by movement of solvent gives the Rf value.

2)High performance anion exchange-pulse amperometric
detection (HPAE-PAD) chromatography

Monosaccharides resulting from acid hydrolysis are
analyzed by HPAEC-PAD method, is currently the most
used [15].

3) Sample Preparation

3 mg of polysaccharides was hydrolysedaccording to
procedure(c) for 4 h. The hydrolysate was cooled and
evaporated under reduced pressure at 40 °C, washed with
methanol and concentrated to dryness. The washing with
methanol was repeated several times for removal of the
reagent. The hydrolysate was then dissolved in distilled
water and fractionated by HPAEC-PAD.

4) Neutral monosaccharidesanalysis
The neutral monosaccharide compositions of water-

101

soluble polysaccharides were analyzed by HPAEC after
acid hydrolysis. A Dionexsystem [Dionex Corporation,
Sunnyvale (CA), USA] wusing a Carbopac PAl
(4mmx250mm) and a guard column (3mmx25mm) was
used. Detection was carried out by pulsed amperometry
with a gold electrode. The hydrolysates (25 mL) were
filtered by passing through a 0.45um filter before injecting
into the column with an autosampler. The monosaccharides
were eluted isocratically with 16mM NaOH at a flowrate of
ImL.min"'. Each carbohydrate concentration was
determined  after integration of respective areas
[Chromeleon management system (Dionex)] and their
comparison with standard curves obtained with rhamnose,
arabinose, mannose,galactose, glucose and fucose (Sigma)
[14].

5) Uronic acid analysis

The Uronic acid composition was determined using
HPAEC, on a Carbopac PA-1 analytical column (4mmx250
mm). A 100 pL sample was injected and the column was
eluted at ImL.min"' with a gradient elution from 600mM
Sodium acetate (eluent B) in 160mM Sodium hydroxide
(eluent A) using the following program: 0—10 min 100% A
and 0% B, 1040 min 0 to 100% B, 40—45 min 100% B,
45-50 min 100 to 0% B. The eluents were degassed by
flushing with helium and pressurized continuously using an
eluent degas module (EDM-2, Dionex).The uronic acid
contents were quantified by comparing with galacturonic
acid and glucuronic acid standards and data were processed
using Dionex Al 450 software[17].

I11. RESULTS AND DISCUSSIONS

A.  Chemical Composition

TABLE I: CHEMICAL COMPOSITIONOF CRUDE WATER-SOLUBLE
POLYSACCHARIDES FROM THE DRIED LEAVES OF M. AEGYPTIACA

Carbohydrate wt.%

Yield wt.%  Proteinwt.%

Total Neutral Uronicacid

1.46 17.14+£1.43  78.18+2.04 47.49+1.62 30.68+0.42

Yield, proteins, neutral monosaccharide and Uronic acid
content, of crude watersoluble polysaccharides from the
dried leaves of M. aegyptiaca are given in Table 1. The
crude water-soluble polysaccharides formed a light brown
powder without starch, as confirmed by a negative reaction
with iodine, similar to that reported byATKHAMOVA et
al.in six species of Malvaceae family[18]. The yield of
water soluble polysaccharides was1.46%, based on dried
leaves. It is slightly less than that reported in
Malvamavritana (Malvaceae) by ATKHAMOVA et al. of 2%
[18].Chemical analysis revealed that crude water-soluble
polysaccharides as a heterogeneous mixture of
polysaccharides  consisted  47.49+1.62%o0f  neutral
monosaccharides and 30.68+0.42% of uronic acids such
78.18+0.94% of total carbohydrates, as well as substantial
amount of proteins (17.14 + 1.43%), were greater than that
reported by ATKHAMOVA et al, who found in
Malvamavritana27.4%of  uronic  acid and 25%
ofneutralmonosaccharides [18].
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B.  Acid hydrolysis

The number of spots in TLC Chromatogram and their Rf
value were used as a criterion for the selection of the
optimal hydrolysis conditions. Hydrolysis with 4 M TFA for
5 h at 100°C shows an effectivedepolymerization compared
to that of 2 M TFA for 5 h at 100°C. the chromatogram of
this end (Fig. 1) showed one spot (Rf = 0.24) with training
compared to 6 or 7 wide spots with variable Rf value from
0.23 to 0.66 for the hydrolysis by TFA 4 M (Fig. 2). While,
hydrolysis by TFA 4 M with low temperature 80°C for 5 h
(Fig. 3) shows a significant hydrolysis and much less
monosaccharides was degraded appeared in TLC plates by
thin spots compared to wide spots in TFA 4 M during 5 h at
100°C. The kinetic of hydrolysis shows that 4 h of
treatment with 4 M TFA at 80°C is satisfactorily to the
hydrolysis procedure for describing and defining the
optimal conditions for the maximal breakdown of
polysaccharides to monosaccharides and minimizing the
destruction of these monosaccharides due to the thermal and
chemical reactions(Fig. 4).

C. Monosaccharide composition

"

Ara Gal Gle Man Xyl GleceA M
Fig. 1. Chromatogram of WSP of M. aegyptiacaleaveshydrolyzed by
TFA 2 M for 5 h at 100°C.

Ara Gal Gle Man Xyl Fru GlceA M

Fig. 2. Chromatogram of WSP of M. aegyptiacaleaveshydrolyzed by
TFA 4 M for 5 h at 100°C.
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Fig. 3. Chromatogram of WSP of M. aegyptiacaleaves hydrolyzed
by TFA 4 M for 5 h at80°C

Ara Gal GlcGlc. AManXyl 1h 2h 3h 4h 5h

Fig. 4. Chromatogram of kinetic hydrolysis of WSP of
M.aegyptiacaleaves hydrolyzed (TFA 4 M/80°C)

The result of HPAEC profile of acid hydrolysis of water-
soluble polysaccharides from the dried leaves of M.
aegyptiaca is shown in Fig. 5. Significant differences of
monosaccharide composition were observed, compared to
results reported in other species of Malvaceae. It consisted
of galactose, rhamnose, arabinose, mannose and glucuronic
acid with the weight percentage of 56.86%, 8.46%, 9.04%,
5.05% and20.57%, respectively. The monosaccharide
contents are summarized in Fig. 6. TOMODA et al.reported
that polysaccharides ofM. sylvestris leaveswere composed
of 22.2% L-galactose, 40.2% L-rhamnose, 16.0% D-
galacturonic acid and 16% D-glucuronic acid [19].While
ATKHAMOVA et al. mentioned that the polysaccharides of
M. mavritanaleaves composed of 10% rhamnose, 5%
arabinose, 7.5% galactose, 1.5% mannose, 1% glucose and
27% uronic acid [11]. These last values are considerably
different from the values observed in our study.According
to ATKHAMOVA et al., Polysaccharides of Malvaceae
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consist of a rhamnogalacturonan with uronic acids and
galactose ramifications [18]. The monosaccharide content in
this study are very similar to that reported in gum arabic
(Acacia senegal) by WILLIAMS and PHILLIPS, whose
pointed out 44% of galactose, 13% of rhamnose, 27% of
arabinoseand 15% of glucuronic acid[20].
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Fig. 5. HPAEC profiles of monosaccharides released from WSP of M.
aegyptiaca leaves by acid hydrolysis.
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Fig. 6. Percentage of monosaccharides composition from the acid
hydrolysate of WSP of M. aegyptiaca leaves using HPAEC-PAD.

IV.CONCLUSION

Water-soluble polysaccharides ofMalvaaegyptiaca leaves
can be effectively extracted by distilled water. The extracted
mucilage  contains  high  levels  ofcarbohydrates
(78.18%).The use of 4M TFA at 80°C for 4 h is the reagent
of choice to liberate monosaccharides from polysaccharides,
effectively and least destructively.The polysaccharideswas
comprised mainly of galactose (56%), glucuronic acid (20%)
and contained a little amount ofrhamnose,arabinose, and
mannose.
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RESUME

Malva parviflora L. (Malvaceae), plante spontanée a caractere médicinal pousse
dans la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est algérien). Les feuilles séchées sont
traitées a [’éthanol a 75%. Apres filtration, le résidu séché a température ordinaire est
macéré a l'eau distillée. Des polysaccharides hydrosolubles des feuilles sont obtenus par
macération & l'eau distillée. L’addition a cet extrait d’éthanol a 75% précipite les
polysaccharides. Le rendement massique est de 1,46%. L'étude de I'extrait aqueux apres
Iyophilisation a donné les valeurs moyennes suivantes: cendres totales (15+2,64%),
protéines totales (17,14 + 1,43%) et oses totaux (68,18+0,94%). Parmi ces derniers, 55 +
0,62% sont des oses neutres et 44,96 + 0,42% sont des oses acides. L ’hydrolyse des
polysaccharides donne le meilleur résultat quand elle est effectuée en milieu trifluoroacétique
(4 M) durant 5 heures & 80°C. La chromatographie haute performance sur échangeurs
d'anions des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de Malva parviflora indique la
présence de galactose (56,86%), d’acide glucuronique (20,57%,), d’arabinose (9,04%), de
rhamnose (8,46%) et de mannose (5,05%). Les oligosaccharides provenant de |’hydrolyse
partielle des polysaccharides hydrosolubles (concentration de 0,333 mg/mL) stimulent de
maniére significative pour 0,1 DO aprés 24 heures la croissance de Bifidobacterium longum.
Ainsi, [’effet prébiotique de ces oligosaccharides sur cette souche est notable.

Mots-clés: polysaccharides, plante spontanée, hydrolyse, oligosaccharides, effet prébiotique
ABSTRACT
Malva parviflora L. (Malvaceae), a spontaneous plant used in traditional medicine

is found in Ghardaia (Septentrional East Algerian Sahara). This paper reports on the
extraction and partial characterization of water-soluble polysaccharides from M. parviflora
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leaves. These polysaccharides were obtained by elimination of the ethanol extract and
sequential extraction in distilled water, followed by precipitation in 75% ethanol. The yield of
extract is of 1.46%. The crude water-soluble polysaccharide extract was further
characterized and revealed the average values: 15 + 2,64% total ashes, 17,14 *+ 1,43%
proteins and 68,18 + 0,94% carbohydrates, among them 44,96 + 0,42% are acidic
monosaccharides and the rest 55 + 0,62% are neutral monosaccharides. The considered
optimum conditions of hydrolysis by trifluoroacetic acid were: 4 M during 5 hours at 80°C.
Anion exchange high performance chromatography of hydrosoluble polysaccharides of
Malva leaves indicates the presence of galactose (56.86%), glucuronic acid (20.57%),
arabinose (9.04%), rhamnose (8.46%) and mannose (5.05%). The oligosaccharides resulting
from the partial hydrolysis of the hydrosoluble polysaccharides stimulate significantly
(concentration of 0,333 mg/mL) for 0,1 DO after 24 hours, the growth of Bifidobacterium
longum. Their prebiotic effect is notable.

Keywords: polysaccharides, spontaneous plant, hydrolysis, oligosaccharides, prebiotic effect
INTRODUCTION

Les poly- et oligosaccharides représentent de véritables auxiliaires indispensables au
bon fonctionnement de la vie quotidienne. Un intérét grandissant concerne leurs applications
comme activateurs biologiques. Les oligosaccharides sont de véritables modulateurs
biologiques qui participent & de nombreux phénoménes de signalisation dans 1’organisme.
Ainsi, les oligosaccharides provenant de la dégradation des polysaccharides des plantes
(xyloglucane et pectine) ou de champignons (S-glucane et chitine) sont largement décrits
comme des régulateurs biologiques actifs, sur des mécanismes tels que la croissance, le
développement cellulaire, la symbiose et les réactions de défense. Lors de 1’agression d’une
plante par un phytopathogéne, différents signaux éliciteurs sont émis. Aux premiers stades,
les oligogalacturonates issus de la dégradation de la paroi pectocellulosique, vont déclencher
une résistance systémique acquise chez le végétal (Aldington & Fry, 1993). Au regard
d’activités d’élicitation des réactions de défense des plantes et des algues via des
oligosaccharides, leurs utilisations comme agents biopesticides et phytosanitaires ont été
envisagées dans 1’agro- industrie. Ainsi, la production de pénicilline & partir de champignons
filamenteux comme Penicillium chrysogenum est largement optimisée par des oligo-
mannanes et des oligo-alginates issus de Laminaria hyperborea (Liu et al., 2001). Ainsi, les
oligo-glycosaminoglycanes issues des hyaluronanes sont impliqués dans une grande variété
de processus biologiques notamment comme agents cofacteurs de croissance cellulaire, de
production de cytokines et de chemokines (Liu et al., 2001). Un réle dans la régulation de la
coagulation sanguine leur a aussi été attribué (Pineo & Hull, 1997; Ghatak et al., 2002).
D’autres formes de glucuronanes acétylées ou modifiées chimiquement avec des sulfates
présentent des activités de régénération tissulaire chez le rat (Petit et al., 2004). Ces
biomolécules présentent des potentiels de régulation biologique sophistiquée, il n’en reste pas
moins que de nombreuses applications restent encore peu exploitées du fait d’un manque de
stratégies de production de ces composés. Il est en effet difficile d’obtenir quantitativement
des oligosaccharides par extraction directe a partir de substances naturelles. Au cours de ces
derniéres décennies, les voies de dépolymérisation des polysaccharides ont été les plus
décrites pour générer des familles oligosaccharidiques originales et variées. Dans ce contexte,
et dans le cadre de projet de valorisation de la biodiversité de la flore spontanée du Sahara
Septentrional Est algérien, le présent travail consiste a extraire des constituants
polysaccharidiques, et bien entendu non décrits a ce jour, de quelques plantes spontanées a
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caractére médicinal de la région de Ghardaia de les caractériser chimiquement et d’optimiser
un processus de dépolymérisation et leur bioconversion en oligosaccharides. Les différentes
fractions d’oligoméres obtenues, ont enfin été testées quant a leur aptitude a répondre aux
activités biologiques a savoir I’effet prébiotique.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Les feuilles de M. parviflora, sont récoltées d'Oued Touzouz (région de Ghardaia)
en Mars 2008. Les feuilles sont séchées a I'abri de la lumiére, sous ventilation a l'air libre et a
température ambiante durant trois semaines (Diallo et al., 2004). Les feuilles ainsi séchées
sont conservées a température ambiante (15 a 20 °C) dans des boites dans un milieu sec a
I'abri de la lumiére jusqu'a leur analyse.

Extraction des polysaccharides

Les feuilles séchées sont écrasées et prétraitées par de 1’éthanol 75% pendant 5
heures (Diallo et al., 2004), a température ambiante et sous agitation douce; puis filtrées a
travers un tamis en papier Whatmann N°1, afin d'éliminer les composés solubles dans
I'éthanol, tels que les polyphénols, les oses simples et les acides aminés (Wu et al., 2007). Le
résidu des feuilles prétraitées, est séché une seconde fois a l'abri de la lumiere, sous
ventilation & I'air libre et & la température ambiante pendant 48 heures (Diallo et al., 2004).
Les feuilles ainsi séchées sont macérées dans 2 volumes d’eau distillée froide, pendant 24
heures a la température ambiante et sous agitation douce. Le mélange est filtré a travers un
tamis de porosité 100 um. Le filtrat est concentré & 60°C & 72 mbar jusqu'a I’obtention du 1/3
du volume initial, dans un évaporateur rotatif (Diallo et al., 2004). Les polysaccharides du
concentrat sont précipités a l'aide de 3 volumes éthanol a 75% pendant 24 heures a une
température de 4°C. Apres centrifugation a 3560 g pendant 10 mn (Diallo et al., 2004 ; Wu et
al., 2007), le culot est récupéré puis lavé 3 fois a I’éthanol a 75%, avant d'étre séché par
lyophilisation (Ebringerova et al., 2003). Le lyophilisat obtenu représente I'extrait brut de
polysaccharides hydrosolubles, pour I'étude de la composition qualitative et quantitative des
polysaccharides bruts.

Composition de I'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles

Les cendres totales sont déterminées par incinération de I'extrait brut des
polysaccharides hydrosolubles lyophilisés dans un four a moufle électrique de type Heraeus
6072 a 600°C (Audigie et al., 1984). La teneur en protéines est déterminée par la méthode de
Bradford. La concentration en protéines est obtenue par référence avec une gamme étalon de
sérum albumine bovine, aprés coloration au bleu de Coomassie (Autran, 1991). Le dosage des
oses constitutifs des polysaccharides repose sur la réaction des dérivés sulfuriques obtenus par
action a chaud, d’un acide concentré comme [’acide sulfurique (H,SO,4), pour divers
composés aromatiques, tels que le phénol pour le dosage des oses neutres (Monsigny et al.,
1988), et le méta-hydroxydiphényle pour le dosage des acides uroniques (Blumenkrantz &
Asboe-Hansen, 1973). La concentration en oses neutres est obtenue par référence a une
gamme étalon d'arabinose et celle des oses acides avec une gamme étalon d'acide
glucuronique (Monsigny et al., 1988).
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Caractérisation qualitative des résidus glycosidiques

Afin de déterminer la composition osidique d'un polysaccharide, on procede a son
hydrolyse (Ruiz, 2005).

Optimisation de ’hydrolyse des liaisons glycosidiques

Le suivi cinétique d'une hydrolyse est une étape préliminaire indispensable pour
définir les conditions optimales de la libération des oses simples et d'oligosaccharides. Les
modalités pratiques de la mise en ceuvre de l'hydrolyse sont définies en termes de
concentration en acide trifluoroacétique 2 M et 4 M sur une période de 5 heures a 100°C
d’une part. D’autre part, en fonction de la température a 80 °C et 100 °C tout en gardant la
concentration en acide trifluoroacétique fixe a 4 M durant 5 heures. L'évolution du profil est
suivie par chromatographie sur couche mince.

Chromatographie sur couche mince des résidus glycosidiques

Pour la présente étude, il sera utilisé différents étalons oses que peuvent renfermer
les polysaccharides. Il s’agit du galactose, de l'arabinose, du glucose, de la xylose, du
mannose, du fructose et de I'acide glucuronique (Doat, 1974). Les plaques
chromatographiques utilisées sont des plaques en gel de silice type Silica gel 60 F 254 de 0.25
mm d'épaisseur (Wang & Fang, 2004). La phase mobile utilisée: Butanol- Acide acétique-
Eau, dans les proportions de 2-1-1 (Ruiz, 2005). Le réactif de Nigrum est utilisé comme
révélateur des spots (Paulsen et al., 2002).

Caractérisation quantitative des résidus glycosidiques par HPAEC-PAD

La chromatographie a haute performance sur échangeurs d'anions a détection
ampérométrique pulsée (HPAEC-PAD) permet d’identifier les oses par leur temps de
rétention spécifique et de les quantifier aprés intégration du signal (Chromeleon management
system Dionex) par comparaison avec les monosaccharides de référence. Le lyophilisat
(3 mg, 0.6% m/v) est placé dans des tubes hermétiques pour étre hydrolysé a I'acide
trifluoroacétique 4 M pendant 5 heures & 80°C dans un bain Marie & sec thermostaté. 1l est
ensuite lyophilisé et remis en solution dans 1 ml d'eau distillée. La colonne utilisée est de type
CarboPac PA 1 avec un débit d'élution de 1 ml.mn™ & l'aide d'un systéme isocratique d'une
solution de NaOH 16 mM (éluant A) pendant 10mn, suivie d'un gradient d'acétate de sodium
600 mM (éluant B) en 4 étapes: 0-10mn, 100% de A ; puis de 10 a 40mn, un gradient linéaire
de 0% a 100% de B ; puis de 40 a 45 mn a 100% de B ; et enfin de 45 a 60 mn de 100 a 0%
de B (Kamerling et al., 2007). Apres détection, les différents oses sont identifiés par leur
temps de rétention spécifique et quantifiés aprés intégration du signal hroomeleon
management system ionex par comparaison avec des courbes étalons établies avec les
monosaccharides de référence (Sigma).

Effet prébiotique d’hydrolysat partiel des polysaccharides sur Bifidobacterium longum

Toute substance non digestible qui induit un effet physiologique bénéfique a 1’hote
en stimulant de facon spécifique la croissance et/ou I’activité d’un nombre limité de
populations bactériennes déja établies dans le colon comme Lactobacillus spp et
Bifidobacterium spp possede un effet prébiotique. Parmi ces substances, on trouve certains
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oligosaccharides et polysaccharides (Rousseau, 2004). Les oligosaccharides issus de la
dégradation de polysaccharides naturels comme les fructooligosaccharides, les galacto-
oligosaccharides, et les arabinogalactooligosaccharides ont été étudiés pour leur action
prébiotique (Delattre, 2005). Face a ce constat, tester I'activité des oligosaccharides issus de
I'hydrolyse partielle des 3 extraits polysaccharidiques s’ impose.

Hydrolyse partielle des polysaccharides

10 mg de I’extrait des polysaccharides hydrosolubles lyophilisé est hydrolysé par 2
ml d'acide trifluoroacétique 2 M, a 80°C pendant 3 heures, dans des tubes fermés. Apres
refroidissement, I'nydrolysat est centrifugé a 2000 g pendant 5 mn. Le surnageant est
récupéré. L'acide est évaporé dans un dessiccateur sous vide (Genestie, 2006).

Matériel biologique

L'activité est testée sur Bifidobacterium longum, isolé & partir de muqueuses
intestinales humaines (adulte). Bifidobacterium longum est cultivé sur milieu Trypticase-Soja
Bouillon (TSB) sans glucose. Il est constitué de 17 g.I™* peptone trypsique de caséine, 3 g.I"
peptone papainique de soja, 5 g de NaCl et de 2,5 g.I"" de phosphate dipotassique. Le
milieu est autoclavé a 121°C pendant 15 mn. Le pH final est de 7,3 (Marchal et al., 1987).

Mesure de I'activité biologique

L'activité prébiotique est définie comme les concentrations stimulant, aprés 24
heures de contact & 37 °C, une croissance bactérienne, mesurée par absorbance a la longueur
d'onde de 620 nm, supérieure de 0,1DO par rapport au témoin négatif (milieu de culture sans
addition d'oligosaccharides) (Genestie, 2006). On distribue dans un premier temps, dans une
série d'écouvillons stériles sur un volume de 1 ml de milieu de culture, des concentrations
décroissantes de I'hydrolysat, en régression de 1/2, I'écouvillon représentant I'étalon est
constitué seulement de 1 ml de milieu de culture. Puis on ajoute dans chaque écouvillon 1 ml
de la suspension bactérienne en phase exponentielle de croissance, diluée de fagon a obtenir
une concentration finale d'environ 10° bactéries.ml™* (Berche et al., 1988). Aprés 24 heures de
culture a 37°C, les mesures des absorbances & 620 nm sont effectuées a l'aide d'un
spectrophotométre de type Clinical Chemistry System RA-50 contre une référence constituée
de milieu de culture stérile.

RESULTATS ET DISCUSSIONS
Caractérisations de I’extrait brut de polysaccharides

Le rendement de I’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de
M. parviflora par rapport & la matiére séche est de 1,46%. Atkhamova et al. (1997), rapportent
un rendement supérieur de M. mavritana (Malvaceae), soit 2%. Toutefois, les résultats des
analyses physico-chimiques de I'extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de
M. parviflora, montrent des valeurs moyennes de 15 + 2,64% de cendres totales, 17,14 +
1,43% de protéines totales et 68,18 + 0,94% d'oses totaux. Parmi les oses, 55 + 0,62% sont
des oses neutres et 44,96 + 0,42% sont des oses acides (Tab. 1). Il est trouvé 52,2% d'oses
totaux dans I'extrait polysaccharidique des feuilles de M. mavritana (Atkhamova et al. 1997).
Le rapport des pourcentages [oses acides] / [oses neutres] pour I'extrait brut de
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polysaccharides hydrosolubles des feuilles de M. parviflora est de 0,81, tres proche de ceux
de M. mavritana, soit 0,91.

TABLEAU 1

Composition de I'Extrait Brut de Polysaccharides

Teneur en oses (%) Protéines Cendres
totales acides Neutres (%) (%)
68,18+0,94 44,96+0,42° 55+0,62° 17,14 £ 1,43 152,64

a : (%) des oses acides et des oses neutres sont exprimés par rapport aux oses totaux
Optimisation de I’hydrolyse des liaisons glycosidiques

Au vu des Figures 1 et 2, les résultats montrent une variation d'hydrolyse des
polysaccharides. L'hydrolyse & 4M montre une dépolymérisation notable par rapport a celle
de 2M. Le profil chromatographique de I'hydrolysat de [I'extrait de polysaccharides
hydrosolubles (Fig. 1), montre une bande de facteur de rétention (Ry) de 0,24 avec des trainés
au parcourt de tache, par rapport @ 6 ou 7 bandes de R variable de 0,23 & 0,66 pour
I'hydrolyse a 4M (Fig. 2). En raison de la grande labilité des polysaccharides de I’extrait et le
risque d'une altération des oses simples libérés a 4M et a 100°C, il est suivi la cinétique de
leur hydrolyse dans des conditions plus douces, en utilisant de I'acide trifluoroacétique a 4 M
mais & 80°C durant 5 heures. L'hydrolyse par I'acide trifluoroacétique dans des conditions
opératoires douces entraine une dépolymérisation notable et une bonne résolution des spots
par rapport a celle de 4 M a 100°C. La Figure 3 laisse apparaitre 8 bandes bien distinctes par
rapport a 7 bandes dans la Figure 2 ou 4 bandes ont des R; trés proches et intercalées par des
trainés (0.36, 0.41) et (0.52, 0.56). Ceci semble correspondre a une altération des oses. Donc
un abaissement de la température d’hydrolyse de 100°C a 80°C, semble préserver la structure
des oses. L'emploi d'une solution d'acide trifluoroacétique 4M, conduit a une hydrolyse
significative aprés 60 mn de réaction a 80°C, avec apparition de 8 taches (Fig. 4). La
concentration de coloration des taches de R; 0.12 et 0.17 entre 2 et 3 heures semble montrer
qu'une augmentation du temps de réaction s'accompagne d'une libération accrue d'entités
oligosaccharidiques. La disparition des taches de Ry 0.12 entre 4 et 5 heures, et le
renforcement de l'intensité des autres taches semblent indiquer une libération des oses
simples; comme I'acide glucuronique, de R¢ 0.23, selon Kamerling et al. (2007), les liaisons
uronosidyles sont extrémement stables.

Détermination de la composition en oses constitutifs

La Figure 5 représente le profil ’HPAEC-PAD de l'extrait de polysaccharides
hydrosolubles des feuilles de M. parviflora. 1l apparait que I'extrait est constitué
principalement de galactose (56,86%), de rhamnose (8,46%), d’arabinose (9,04%), de
mannose (5,05%), et d’acide glucuronique (20,57%) (Fig. 6). Les pourcentages des o0ses
constitutifs principaux par rapport au pourcentage de mamnose (8,46% sont: Gal/A
Glc. /Ara/Rha est 6,72 /2,43 /1,06 /1. Tomoda et al. (1989), rapportent comme pourcentage
d’oses simples de I'extrait de polysaccharides de feuilles de M. sylvestris (Malvaceae), 40,2%
de rhamnose, 22,2% de galactose, 16,0% d’acide galacturonique et 16,0% d’acide
glucuronique. De méme, en plus du glucose dans I'étude d’Atkhamova et al. (1997) sur les
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polysaccharides hydrosolubles d’extrait des feuilles de M. mavritana, avec 10% de rhamnose,
5% d’arabinose, 7,5% de galactose, 1,5% de mannose, 1% de glucose et 27% d’acide
uronique. Les polysaccharides des Malvaceae présentent une chaine Rhamnogalacturonique et
des ramifications par des acides uroniques et du galactose (Paulsen et al., 2002). L'analyse
des pourcentages des oses constitutifs des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de M.
parviflora, montre des valeurs trés proches de celles de la gomme arabique soit 32% de

galactose, 17-34% d’arabinose, 19% d’acide glucuronique et 11% de rhamnose (Al Assaf et
al., 2007).
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Figure 1. Chromatogramme d’hydrolysat Figure 2. Chromatogramme d’hydrolysat
d’extrait de polysaccharides d’extrait de polysaccharides hydrosolubles

hydrosolubles (TFA, 2M, 5 h, 100°C, M: (TFA, 4M, 5 h, 100°C, M: M. parviflora).
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Figure 3. Chromatogramme d’hydrolysat Figure 4. Suivi par CCM de I'hydrolyse
d’extrait de polysaccharides d’extrait de polysaccharides par TFA4 M a

hydrosolubles, (TFA, 4M, 5 h, 80°C, M: 80°C en fonction du temps.
M. parviflora).

Effet prébiotique

L’hydrolysat partiel de polysaccharides hydrosolubles de feuilles de Malva
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parviflora engendre une amélioration de la croissance de B. longum comparativement aux
témoins négatifs (milieu de culture sans addition d'oligosaccharides) (Fig. 7). L’évolution de
I’absorbance en fonction de la concentration d'hydrolysat montre une croissance fluctuante,
pour les faibles concentrations et n’est effective qu’a partir de 0,166 mg/mL. La différence
d’absorbance des milieux de culture additionnés d'oligosaccharides et I'absorbance de milieu
de culture étalon dépasse le 0,1 DO. lls sont donc considérés a effet prébiotique selon
Genestie (2006). Les fluctuations a des faibles concentrations de la multiplication dans les
milieux de culture contenant des hydrolysats partiels de polysaccharides révelent les
perturbations métaboliques consécutives au changement de source carbonée (Lambin &
German, 1969). L'augmentation de la concentration bactérienne pour I'hydrolysat partiel de
polysaccharides semble due a I'effet des oligosaccharides, ce qui reflete leur fermentation
(Delattre, 2005). Genestie (2006) attribue un caractere prébiotique a la préparation
oligosaccharidique testée des lors que celle-ci engendre un accroissement de 0,1 DO aprés 24
heures de culture, comparativement aux valeurs mesurées sur témoin négatif (milieu de
culture sans addition d'oligosaccharides) pour certaines bactéries intestinales. Cela est
remarqué seulement & 0,333 mg.ml ™.
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Figure 5. Profil HPAEC des oses constitutifs de polysaccharides hydrosolubles.
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Figure 7. Croissances de B. longum apres 24 heures en milieu de culture supplémenté
par des hydrolysats des polysaccharides hydrosolubles de feuilles de M. parviflora a
différentes concentrations, estimé par mesure des absorbances a 620 nm.

CONCLUSION

L'étude de la composition de I'extrait des polysaccharides hydrosolubles des feuilles
de M. parviflora revéle la prédominance des oses neutres. L’hydrolyse par I'acide
trifluoroacétique pendant 5 heures & 80°C semble donner les meilleurs résultats. L'analyse des
polysaccharides hydrosolubles montre une hétérogénéité et une diversité d’oses; on trouve, en
fait, les oses neutres et acides (pentoses et hexoses). lls sont constitués principalement de
galactose, d’acide glucuronique, d’arabinose, de rhamnose, et de mannose. L'action
prébiotique des oligosaccharides issus des hydrolysats partiels des polysaccharides
hydrosolubles des feuilles de M. parviflora sur B. longum est appréciable.
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CARACTERISATION PARTIELLE DES POLYSACCHARIDES
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Résumé- Les polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'Asphodelus tenuifolius Cavan (Liliaceae), une plante
spontanée a caractere médicinal de la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est algérien), sont obtenus par
extraction a l'eau distillée, a la température ambiante pendant 24 heures, aprés élimination des extraits
éthanoliques. Leur précipitation est faite par l’éthanol a 75%. Le rendement massique de l'extrait polysaccharidique
est de 0.65%. La composition de l'extrait brut des polysaccharides hydrosolubles apres lyophilisation, donne
18.33+2.08% d'humidité, 23.66+1.52% de cendres totales, 26.13+0.37% de protéines totales, et 28.96+1.12 d'oses
totaux. Parmi les oses, 67.50+0.94% sont des oses neutres et 32.49+0.26% des oses acides. L’hydrolyse des
polysaccharides par [’acide trifluoroacétique a 4 M durant 5 heures a 80°C, laissent remarquer aprés analyse par
chromatographie sur couche mince (CCM), que les polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'A. tenuifolius sont
des hetéropolysaccharides acides. L'analyse par chromatographie échangeuse d'anions de haute performance a
détecteur ampéromeétrique pulsé (HPAEC-PAD) des oses constitutifs montre une prédominance de mannose a
39.25% et de glucose a 31.55%, suivie de 10.92% de l'acide glucuronique et 8.9% d'arabinose. Le rhamnose et le
xylose sont présents a faible pourcentage, soit 5.22% et 4.14% respectivement. L’ hydrolysat partiel de [’extrait
stimule de maniere significative pour 0,1 DO apres 24 heures, la croissance de Klebsiella pneumonea pneumonea et
l'action prebiotique des oligosaccharides issus de ces hydrolysats sur cette souche est notable.

Mots clés: Polysaccharides, Asphodelus tenuifolius, médicinal, oligosaccharides, prebiotic.

PARTIAL CHARACTERIZATION AND PREBIOTIC EFFECT OF WATER SOLUBLE
POLYSACCHARIDES EXTRACTED FROM ONE SAHARIAN MEDICINAL PLANT:
Asphodelus tenuifolius CAVAN (LILIACEAE)

Abstract- Asphodelus tenuifolius Cavan. (Liliaceae), a spontaneous plant used as a traditional medicine in
Ghardaia (Septentrional Sahara Algerian). This paper reports the extraction and partial characterization of water-
soluble polysaccharides from A. tenuifolius leaves. These polysaccharides were obtained by elimination of the
ethanol extract and sequential extraction in distilled water, followed by precipitation in 75% ethanol. The yield of
extract is 0.65% (w/w). The crude water soluble polysaccharide extracts were further characterized and revealed
the average values 18.33+2.08% moisture, 23.66+1.52% ash, 26.13+0.37% proteins and 28.96+1.12%
carbohydrates, among them 32.49+0.26% are uronic acid and 67.50+0.94% are neutral monosaccharides.The acid
hydrolysis 4M TFA at 80°C for 5 h is suggested to be more effective in releasing monomers. Thin layer
chromatography (TLC) analysis of hydrolysat shows that the extract is constituted of heteropolysaccharides acid.
The identification of monosaccharide composition by high performance anion exchange chromatography with
pulsed amperometric detection (HPAEC-PAD) method shows 39.25% of mannose, 31.55% of glucose, 10.92% of
glucuronic acid, 8.9% of arabinose, 5.22% of rhamnose and 4.14% of xylose. The partial hydrolysate stimulate
significantly for 0,1 DO after 24 hours, the multiplication of Klebsiella pneumonea pneumonea and prebiotic effect
of the oligosaccharides from these hydrolysates on this are very likely.

Keywords: Polysaccharides, Asphodelus tenuifolius, medicinal, oligosaccharides, prebiotic.
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Introduction

Les herbes officinales, contenant des polysaccharides sont largement utilisées pour le
traitement des maladies dans la médecine traditionnelle et moderne, comme Linum usitatissimum
(lin), utilisé dans le cas de la constipation ou de troubles fonctionnels du colon, action émolliente
et calmante (anti-inflammatoire) d'althaea rosea, activit¢ hypoglycémique d'Hibiscus
moscheutos, etc. Ces espeéces appartiennent a des familles botaniques caractéristiques,
comportant des cellules spécialisées, dites cellules mucilagineuses ou cellules a mucilages
sécrétrices de polysaccharides. Ces cellules sont présentes dans différents organes végétaux [1].

Depuis plusieurs années, un regard particulier est porté sur la recherche de nouvelles
sources de molécules végétales, afin de mettre au point de nouveaux principes actifs ou de
découvrir des analogues de structures des molécules existantes [2]. Cependant, la flore spontanée
a caractére médicinal du Sahara Septentrional Est algérien, ainsi que les relations entre I'homme
dans cette bande aride, et les espéces végétales méritent une attention particulicre dans cette zone
saharienne.

Face a ce constat, le présent travail est une ¢tude des polysaccharides hydrosolubles de
quelques plantes spontanées [3], a caractere médicinal de la région de Ghardaia. L’objectif
recherché, vise une contribution pour élargir le spectre des composés biologiques actifs, et
d'identifier de sources de polysaccharides et d'oligosaccharides qui pourront devenir des
substituts de drogues synthétiques.

1.- Matériel et méthodes
1.1.- Matériel végétal

Asphodelus tenuifolius (Liliaceae), est une plante spontanée tres utilisé dans la médecine
traditionnelle par la population de la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est algérien) en
tisane, en poudre et en pommade pour les traitements des fievres, des indigestions, des
constipations et des Iésions cutanées [4]. Les feuilles d'4. tenuifolius, récoltées de 1’Oued
Nechou (région de Ghardaia) en Mars 2008. Les feuilles sont séchées a 'abri de la lumiere, sous
ventilation a l'air libre et a température ambiante [5]; durant trois semaines. Les feuilles ainsi
séchées sont conservées dans des boites dans un milieu sec a l'abri de la lumiere jusqu'a leur
analyse.

1.2.- Etude des polysaccharides
1.2.1.- Extraction des polysaccharides

Les feuilles séchées sont écrasées et prétraitées par de I’éthanol 75% durant 5 heures, a
température ambiante et sous agitation douce; puis filtrées a travers un filtre de porosit¢ 100 um,
afin d'¢liminer les composés solubles dans I'éthanol, tels que les polyphénols, les
oligosaccharides, les oses simples et les acides aminés [6]. Le résidu des feuilles prétraitées, est
séché une seconde fois a l'abri de la lumiere, sous ventilation a l'air libre et a la température
ambiante pendant 48 heures [7]. Les feuilles ainsi séchées sont macérées dans 2 volumes de I'eau
distillée froide, pendant 24 heures a la température ambiante. Le mélange est filtré a travers un
filtre de porosité¢ 100 um. Le filtrat est concentré a 60°C jusqu'a I’obtention du 173 du volume
initial, dans un évaporateur rotatif. Les polysaccharides du concentrat sont précipitées a l'aide de
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3 volumes d’¢thanol a 75% pendant 24 heures a une température de 4°C [7]. Apres
centrifugation a 3560g pendant 10 mn [8, 9], le culot est récupéré puis lavé 3 fois par éthanol a
75% [7], avant d'étre lyophilis¢ [10]. Le lyophilisat obtenu, représente l'extrait brut de
polysaccharides hydrosolubles, pour I'¢tude de la composition qualitative et quantitative des
polysaccharides bruts.

1.2.2.- Composition des extraits bruts de polysaccharides hydrosolubles

Les principaux constituants chimiques de I'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles
des feuilles sont caractérisés par des réactions de coloration. Il s’agit du taux de protéines, de la
teneur en oses constitutifs, neutres, acides, de I’humidité relative et des cendres.

L’humidité est déterminée par une dessiccation de l'extrait brut a la température de
103+£2°C dans une étuve a la pression atmosphérique, jusqu'a masse constante [10]. Les cendres
totales sont déterminées par incinération de l'extrait brut des polysaccharides hydrosolubles
lyophilis¢ dans un four a moufle électrique de type Heraeus 6072. La teneur en protéines est
déterminée par la méthode de Bradford [11]. La concentration en protéines est obtenue par
référence avec une gamme ¢talon de sérum albumine bovine, aprés coloration au bleu de
Coomassie [11]. Le dosage des oses constitutifs des polysaccharides repose sur la réaction des
dérivés furfuriques obtenus par action a chaud, d’un acide concentré comme 1’acide sulfurique
(H,SO4), pour divers compos€és aromatiques, telle que le résorcinol (1,3-
dihydroxybenzene) pour le dosage des oses neutres [12], et le méta-hydroxydiphényle pour le
dosage des acides uroniques [13]. La concentration en oses neutres est obtenue par référence a
une gamme ¢étalon d'arabinose et celle des oses acides avec une gamme étalon d'acide
glucuronique [12].

1.2.3.- Caractérisation des polysaccharides
1.2.3.1.- Chromatographie sur couche mince des oses constitutifs des polysaccharides

Afin de déterminer la composition osidique d'un polysaccharide, on procede a son
hydrolyse [14].

- Hydrolyse des liaisons glycosidiques: 25 mg de l'extrait brut de polysaccharides
hydrosolubles lyophilisés des feuilles d'A. tenuifolius est hydrolysé par 2 ml d'acide
trifluoroacétique 4 M, a 80°C pendant 5 heures, dans des tubes fermés [14]. Apres
refroidissement, 1'hydrolysat est centrifugé a 2000 g pendant Smn. Le surnageant est récupéré.
L'acide est évaporé a l'aide d'un dessiccateur sous vide. Une fois I'hydrolyse effectuée, les
monosaccharides libérés, sont analysés par chromatographie sur couche mince (CCM).

- Préparation des solutions standard: 25 mg de chaque ose dont le galactose, I’arabinose, le
glucose, le xylose, le mannose, le fructose et I’acide glucuronique, est dissous dans 2,5 ml d'eau
distillée.

- Types des plaques : Ce sont des plaques prétes a I'emploi, de gel de silice (Silica gel 60 F254)
de 0.25 mm d'épaisseur sur feuille de verre.

- Préparation de phase mobile : Elle est constituée de butanol- acide acétique-eau dans les
proportions de 2-1-1[15].
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- Réalisation de CCM et révélation: Dans un premier stade, on vérifie qualitativement la
composition en oses des hydrolysats en déposant en parallele, sur une méme plaque, une série
des étalons: arabinose, galactose, glucose, mannose, xylose, fructose et d'acide glucuronique
ainsi que la solution d'hydrolysat. A 1,5 cm du bas de la plaque, on dépose a intervalles réguliers
10 ul de chaque solution correspondant a un poids de 100 ug d'ose, on introduit la plaque dans
une cuve ¢étanche dont l'atmosphere est saturée par le mélange de la phase mobile. Le
développement du chromatogramme est effectué de fagon ascendante jusqu'a le front. Apres
séchage, la révélation du chromatogramme est faite en pulvérisant sur la plaque le réactif de
NIGRUM, et en séchant a I'étuve a 105°C pendant 10 a 15 mn [15]. Le facteur de rétention (Rf)
est calculé pour chaque constituant.

1.2.3.2.3.- Caractérisation quantitative des résidus glycosidiques par HPAEC-PAD

La chromatographie échangeuse d'anions haute performance a détection ampérométrique
pulsé¢e (HPAEC-PAD) permet de confirmer les compositions en oses constitutifs des
polysaccharides hydrosolubles et donner les pourcentages en oses. Les différents oses sont
identifiés par leur temps de rétention spécifique et quantifiés aprés intégration du signal
(Chromeleon management system Dionex) par comparaison avec les monosaccharides de
référence [1].

- Préparation des échantillons: Les polymeres (3 mg, 0.6% m/v) sont placés dans des tubes
hermétiques pour étre hydrolysés a l'acide trifluoroacétique 4 M pendant 5 heures a 80°C dans
un bain Marie a sec thermostaté. Ils sont ensuite lyophilisés et remis en solution dans 1 ml d'eau
distillée.

- Application d'"HPAEC-PAD: Il est injecté 25 pul de 1'échantillon dans une colonne de type
CarboPac PA 1 avec un débit d'élution de 1 ml.mn™ a l'aide d'un systéme isocratique d'une
solution de NaOH 16 mM pendant 10mn suivie d'un gradient d'acétate de sodium 600 mM en 4
¢tapes, dont pour les premieres 10mn a 0% de B-100% de A, puis de 10 a 40 mn a 0% a 100%
de B, puis 40 a 45 mn a 100% de B et en fin de 45 a 60 mn de 100 a 0% de B.

1.2.4.- Effet prébiotique des hydrolysats partiels des polysaccharides sur Klebsiella
pneumonea pneumonea

Effet prébiotique, c'est un terme désigne des additifs ou des compléments alimentaires
non digestibles qui affectent de facon bénéfique I’hote en stimulant sélectivement la croissance
ou l'activité de certaines bactéries intestinales [16]. Les oligosaccharides issus de dégradation de
polysaccharides naturels comme les fructooligosaccharides, les galacto-oligosaccharides, et les
arabinogalactooligosaccharides sont étudiés pour leur action prébiotique [17]. Il est testé
l'activité des oligosaccharides issus de I'hydrolyse partielle des 3 extraits polysaccharidiques.

1.2.4.1.- Hydrolyse partiel des polysaccharides

10 mg de chaque extrait brut de polysaccharides hydrosolubles lyophilis¢ est hydrolysé
par 2 ml d'acide trifluoroacétique 2 M, a 80°C pendant 3 heures, dans des tubes fermés. Apres
refroidissement, 1'hydrolysat est centrifugé a 2000 g pendant Smn. Le surnageant est récupéré.
L'acide est évaporé a l'aide d'un dessiccateur sous vide [16].
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1.2.4.2.- Matériel biologique

L'activité est testée sur Klebsiella pneumonea pneumonea (Enterobactériacae), bactérie
commensale vivant dans le tube digestif de I'homme et des animaux [18].

1.4.4.3.- Milieu de culture

Klebsiella pneumonea pneumonea est cultivée sur milieu Trypticase-Soja Bouillon
(TSB). 11 est constitué de 17 g.I'' peptone trypsique de caséine, 3 g.I'' peptone papainique de
soja, 2,5 g.I" de glucose, 5 g.I" de NaCl et de 2,5 g.I'" de phosphate dipotassique. Le milieu est
autoclavé a 120°C pendant 15 mn. Le pH final est ajusté a 7,3 [19].

- Mesure de I'activité biologique: L'activité prébiotique est définie apres 24 heures de contact a
37°C, une croissance bactérienne, mesurée par absorbance a la longueur d'onde de 620 nm,
supérieur de 0,1 DO par rapport au témoin négatif (milieu de culture sans addition
d'oligosaccharides) [16].

I1 est distribué¢ dans un premier temps, dans une série d'écouvillons stériles sur un volume
de 1 ml de milieu de culture, des concentrations décroissantes de 1'hydrolysat, en régression de
1/2, 1'écouvillon représente 1'étalon est constitué seulement d’un millilitre (1ml) de milieu de
culture. Puis il est ajouté dans chaque écouvillon 1 ml de la suspension bactérienne en phase
exponentielle de croissance, diluée de facon & obtenir une concentration finale d'environ 10°
bactéries/ ml [20]. 24 heures apres culture a 37°C, les mesures des absorbances a 620 nm sont
effectuées a l'aide d'un spectrophotometre de type Clinical Chemistry System RA-50 contre une
référence constituée de milieu de culture stérile.

2.- Résultats et discussions

Le rendement de I’extrait brut des polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'A4.
tenuifolius par rapport a la matiere séche est de 0,65%. Il semble faible par rapport a celle
d'Opuntia ficus indica (Liliaceae), soit 1,33% [9]. SEPULVEDA et al. (2007), signalent
4.9+0.6% d'humidité dans l'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles de cladodes d'Opuntia
ficus indica (Liliaceae), alors qu’A. tenuipholius renferme 18,33+2,08% [10]. KARDOSOVA et
MACHOVA (2006) notent dans l'extrait de polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'A/oae
barbadens (Liliaceae) 27,9% de cendres. Il est remarqué dans l'extrait brut de polysaccharides
hydrosolubles des feuilles d'A. tenuipholius 23,66+£1,52% [20]. La teneur moyenne en protéines
de l'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'A. fenuipholius est de 26,13+
0,37%. SEPULVEDA et al (2007), notent 14,2% de protéines dans l'extrait brut de
polysaccharides hydrosolubles des cladodes d'Opuntia ficus indica (Liliaceae), parait inférieur a
celle d'4. tenuipholius soit 26,13+0,37% [8]. La teneur moyenne de I’extrait brut des
polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'4. fenuifolius en oses totaux est de 28,96+1,12%.
Parmi les oses, 67,50+0,94% sont des oses neutres et 32,49+0,26% des oses acides (tab. I). Il est
trouve 79,95+2,12% d'oses totaux dans l'extrait polysaccharidique des feuilles d'dloe
barbadensis (Liliaceae) [21]. Cette valeur semble trés élevée de celle obtenue chez A. tenuifolius
soit 28,96+1,12%. Le pourcentage des oses acides dans l'extrait brut de polysaccharides
hydrosolubles de feuilles d'A. tenuifolius soit 32,49+0,26%, est supérieur a celle de l'extrait brut
des polysaccharides hydrosolubles de feuilles d'4loe barbadensis (Liliaceae) soit 14.04+0.32%
[21]. Le rapport des pourcentages (oses acides/oses neutres) pour l'extrait brut de
polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'A. tenuifolius est de 0,47, semble élevé au vu de
celle d' Aloe barbadensis (Liliaceae), soit 0,22 [21].
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L'emploi d'une solution d'acide trifluoroacétique 4 M, conduit a une hydrolyse
significative d'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles des feuilles. L'allure générale des
taches de la figure 1, aprés 5 heures, montre une similitude des profils chromatographiques, qui
semble montrer la fragilit¢ des polysaccharides hydrosolubles des feuilles de d'A. tenuifolius.
Apres 3 heures, se note l'‘éclaircissement de la premicre large tache de Ry 0.08 pouvant,
s’expliquer par la dégradation des fragments d'oligosaccharides suite a la durée de l'hydrolyse. 11
se remarque une progression de I'intensité¢ des taches correspondant aux oses simples, de R
0,41 ; 0,45 et 0,30. Ceci traduit I'hydrolyse des liaisons osidiques spécialement les liaisons
uronosidyles et la libération des oses simples. KAMERLING et al. (2007) signalent que les
liaisons uronosidyles sont extrémement stables [22]. La détermination de la composition en oses
constitutifs par CCM, montre une hétérogénicité et une diversité des oses neutres et acides,
pentoses et hexoses. L'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles des feuilles d’A. tenuifolius,
renferme des hétéropolysaccharides acides. Ils sont constitués d'arabinose, de glucose, de xylose,
d'acide glucuronique et probablement de galactose et de mannose (fig. 1).

Tableau I.- Composition de I'extrait brut de polysaccharides hydrosolubles
des feuilles d’A. tenuifolius

. . r re 0
Humidité Protéines Teneur en oses (%)

Cendre (%)
(%) ° (%) Neutres acides totales

18,33 +£2,08 23,66+ 1,52 26,13+0,37 15,50+0,62 12,67+0,42 28,18+0,94

La figure 2 laisse apparaitre les résultats d’analyse par HPAEC-PAD de l'extrait de
polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'4. tenuifolius. Le profil des oses montre une
prédominance de mannose a 33,45% et de glucose a 26,89%, suivie de 9,31% de l'acide
glucuronique et 7,59% d'arabinose. Le rhamnose et le xylose sont présents en faible pourcentage
avec 4,45% et 3,53% respectivement. Le rapport des pourcentages des oses majeurs d'4.
tenuifolius pour Man/Ara est de 4,40; Glc/Ara de 3,54; Glc.A/Arade 1,22; donc on peut
I’exprimer par Man /Glc /Glc.A /Ara, soit 4,40 /3,54 /1,22 /1,0.
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Figure 1.- Suivi par CCM de I'hydrolyse par l'acide trifluoroacétique 4 M a 80°C, en fonction
du temps (heure) de I'extrait de polysaccharides hydrosolubles feuilles d'4. tenuifolius
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Figure 2.- Composition en oses de I'hydrolysat de polysaccharides hydrosolubles des feuilles
d'4. tenuifolius effectué par HPAEC-PAD

Les hydrolysats partiels des polysaccharides hydrosolubles de feuilles d'A. tenuifolius,
dans une moindre mesure, engendrent une amélioration de la croissance de Klebsiella
pneumonea pneumonea comparativement aux témoins (milieu de culture sans addition
d'oligosaccharides) (fig. 3). Les hydrolysats partiels d’A. tenuifolius, montrent une croissance
fluctuante, pour les faibles concentrations et n’est effective qu’a partir de 0,166 mg/mlL Les
fluctuations a des faibles concentrations de la multiplication dans les milieux de culture
contenant des hydrolysats partiels des polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'4.
tenuipholius révelent les perturbations métaboliques consécutives au changement de source
carbonée [23]. GENESTIE [16] attribue un caractere prébiotique a la préparation
oligosaccharidique testée des lors que celle-ci engendre un accroissement de 0,1 DO apres 24
heures de culture, comparativement aux valeurs mesurées sur témoin négatif (milieu de culture
sans addition d'oligosaccharides) pour certaines bactéries intestinales. Cela est remarqué
seulement a 0,333 mg/ml.
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Figure. 3.- Croissances de Klebsiella pneumonea pneumonea apres 24 heures en milieu de
culture supplémenté par les hydrolysats a différentes concentrations (absorbances a 620 nm)
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3.- Conclusion

L'hydrolyse par l'acide trifluoroacétique, durant 5 heures a 80°C semble donner les
meilleurs résultats, de I’étude des polysaccharides hydrosolubles des feuilles d'4. tenuifolius
apres €limination des extraits éthanoliques, a la température ambiante pendant 24 heures. La
composition de l'extrait brut des polysaccharides hydrosolubles apres lyophilisation, montre que
les oses neutres dominent comparativement aux oses acides. L'humidité semble élevée, résultant
de l'effet hygroscopique des polysaccharides apres lyophilisation, d’ou la nécessité¢ d'avoir des
techniques de conservation plus adéquates. Les protéines restent le deuxieme constituant majeur
dans les extraits bruts des polysaccharides hydrosolubles, par leur co-précipitation avec les
polysaccharides par I'éthanol. L'analyse qualitative par CCM de la composition en oses des
polysaccharides hydrosolubles montre une hétérogénéité et une diversité des oses; neutres et
acides, pentoses et hexoses. L'analyse par HPAEC-PAD de la composition en oses constitutifs
des polysaccharides hydrosolubles, issus des feuilles d'4. tenuifolius, montre une prédominance
de mannose et de glucose. Le rhamnose et le xylose sont présents en faible proportion. L'action
prébiotique des oligosaccharides issus des hydrolysats partiels des polysaccharides hydrosolubles
des feuilles d'4. tenuifolius sur Klebsiella pneumonea pneumonea est appréciable.
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Une étude comparative des activités antioxydantes et antmicrobiennes des extraits éthanoliques des
graines de Plantago notata Lagasca. (Plantaginaceae) et d"Astragalus armatus Lam. (Fabaceae) récoltés dans
la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est Algérie), est entreprise. Les teneurs en composés
phénoliques de I'extrait éthanolique des graines d’A. armatus, sont de 2.78£1.04 mg équivalent en acide
gallique par gramme de la matiere séche /g et celles de P. notata de 4.81+1.24 mg équivalent en acide
gallique par gramme de la matiére séche/g. Pour les flavonoides, ils sont de 0.299+0.005 mg équivalent
de la rutine par gramme d’extrait /g et 0.87+0.00 mg équivalent de la rutine par gramme d’extrait /g
dans les graines respectivement pour A. armatus et P. notata. Les activités antioxydantes révelent 4.18+0.99
mg équivalent vitamine C par gramme de l'extrait sec /g pour l'extrait éthanolique des graines de P.
notata et 2.59£0.36 équivalent vitamine C par gramme de 1'extrait sec/g pour l'extrait éthanolique des
graines d’A. armatus. L’étude du pouvoir antimicrobien chez Escherichia coli révele une zone d’inhibition
de 8.3£0.2 mm pour A. armatus et 7.3£0.2 mm pour P. notata. Chez Salmonella thyphimurium, elle est de
7.120.2 pour A. armatus et 11£1.0 mm pour P. notata. Les diamétres des zones d’inhibition sont de 8.1+0.2
mm et 13.0£0.5 mm pour les extraits de P. notata et A. armatus respectivement, pour la souche de levure
Candida albicans. Pour Pseudomonas aeruginosa (5.5+0.05 mm) et Staphylococcus aureus (7.310.2), I'extrait de
P. notata laisse remarquer des zones d’inhibition appréciables, mais aucune zone d’inhibition n'a été
observée autours des disques imprégnés de |'extrait éthanolique des graines d’A. armatus.

Mots clés: Antioxydant, antmicrobien, polyphénols, extraits, plante spontanée.

1.- Introduction

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des substances et composés naturels
bioactifs. Les métabolites secondaires font et restent 1’objet de nombreuses recherches in vivo et
in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants naturels tels que les composés
phénoliques. Le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques, et la toxicité des
antioxydants synthétiques, a conduit a la cherche de substances naturelles dotées d’activité
antimicrobienne et antioxydante (GURIB, 2006).
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En effet, les espéces réactives de I’oxygene (ROS) libérées par 1’organisme humain, au cours des
diverses attaques sont ¢liminées ou piégées par des molécules douées de propriétés
antioxydantes. Le role des molécules a propriétés antioxydantes dépasse de loin celui de simples
piégeurs ou de suppresseurs de radicaux libres, ils sont efficaces dans la prévention et/ ou dans le
traitement des affections parasitaires et non parasitaires. Les antioxydants se trouvent dans toutes
les plantes, ils sont qualifiés de métabolites secondaires. Ces composés présentent plusieurs
propriétés pharmacologiques, telles que les propriétés antibactériennes, anti-inflammatoires,
vasodilatatrices, anti-cancérigénes, anti-thrombiques, anti-athérogéniques, anti-pyrétiques,
analgésiques, etc. (GOMEZ et al., 2006; MUANDA et al., 2009).

Face a ce constat, le présent travail est étude comparative de ’activité antioxydante et
antimicrobienne des extraits éthanoliques des graines de deux plantes spontanées a caractére
médicinales récoltées dans la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est Algérie).

2.- Matériel et méthodes
2.1.- Matériel biologique

Le matériel biologique se compose de souches bactériennes Gram™ représentées par Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella thyphimurium et Gram" tel que Staphylococcus aureus, mais
aussi de levure comme Candida albicans provenant de différents prélévements cliniques du laboratoire
d’analyses médicales IBN ROCHD Ghardaia, et de plantes spontanées connues au Sahara
septentrional Est algérien pour leur qualit¢ médicinale (BATTANDIER, 1882; TRABUT, 1935;
VOISIN, 1987). Les échantillons de plantes ont été récoltés d’Oued Nechou de la région de
Ghardaia (Sahara septentrional Est Algérie), entre les mois de Mai et juillet 2010. Il s’agit
de Plantago notata Lagasca. (Plantaginaceac) et Astragalus armatus Lam. (Fabaceac)

Plantago notata Lagasca. (Plantaginaceae): C’est une plante herbacée annuelle, a feuilles
allongées. Les nervures principales sont paralleles, a pétiole peu distinct, les fleurs blanches, sont
groupées en ¢épis a l'extrémité des hampes dépourvues de feuilles. La bractée et les sépales a
longs poils, donnent a 1'épi un aspect laineux. Les sépales sont sans nervure (OZENDA, 1983).
Le nom vernaculaire est ’Inem (TRABUT, 1935). Les feuilles et les graines sont utilisées par les
indigénes comme cicatrisante des blessures, pour les traitements des inflammations de la gorge
et des ulcéres (VOISIN, 1987).

Astragalus armatus Lam. (Fabaceae): Une plante trés épineuse, rameaux écailleux, glabres, les
pétioles devenant durs et aigus, folioles petites, trés caduques, calice renflé en vésicule enferme
le fruit (OZENDA. 1983). Le nom vernaculaire est Gundoul. Les fruits sont utilisés pour traiter
les blessures, et contre la constipation (BATTANDIER, 1882; TRABUT, 1935).

2.2.- Extractions par maceération des phénols totaux

Aprées séchage, les graines de P. notata, d’A. armatus ont été broyées pour obtenir une poudre
fine, qui servira pour la préparation des extraits.

A 20g de poudre de graines de chaque plante est ajouté 200 ml d’éthanol & 80 %. Aprés 24
heures d’agitation mécanique a température ambiante, le mélange hétérogeéne est filtré sur papier
filtre et le marc est utilisé¢ dans deux extractions successives pendant vingt-quatre heures dans les
mémes conditions. Les filtrats ainsi obtenus, sont mélangés puis concentrés sous vide a 40 °C au
rotor vapor. Les extraits obtenus sont conservés a +5°C jusqu’a leur utilisation.

2.3.- Dosage des phénols totaux
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Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). Ce
dosage repose sur le réactif de Folin Ciocalteu qui est constitu¢ d’un mélange d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. L’oxydation des phénols réduits ce réactif en
un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne. L’intensit¢ de la couleur est
proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006).
Sur 50 pl de chaque extrait dissous dans le méthanol, sont ajustés a 100ul au réactif de Folin
Ciocalteu puis dilué 10 fois puis est ajouté 1 ml d’eau distillée. Aprés 10 min, 500 ul d’une
solution de carbonate du sodium a 20% (m/v) sont ajoutés. L’absorbance est mesurée a 765 nm
aprés 2 heures d’incubation. Les concentrations des polyphénols sont déduites a partir des
gammes d’étalonnage établies a 1’acide gallique (0-200 pg/ml) et sont exprimées en milligramme
équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g).

2.4.- Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides fait appel a la méthode de LAMAISON et CARNET (1990); HUANG
et al. (2004), utilisant le trichlorure d'aluminium (AICl;) comme réactif. A 1ml de chaque extrait
et du standard, préparés dans le méthanol avec dilutions convenables est ajouté a un volume égal
d’une solution de 2% de AICI;. Le mélange est agité, et a 367 nm l'absorbance est lue apres 10
minutes d'incubation. Les concentrations des flavonoides, sont déduites a partir des gammes
d’étalonnage établies avec la rutine (0-35ug/ml), et sont exprimées en milligramme d’équivalent
de la rutine par gramme d’extrait (mg EQ/g).

2.5.- Activité Antioxydante totale

L’activité antioxydante totale des extraits éthanoliques des graines de P. notata et d’A. armatus
a été évaluée par la méthode de PRIETO et al. (1999). Le pouvoir antioxydant a été mesuré par
spectrophotometre en utilisant la méthode de phosphomolybate, basée sur la réduction de
phosphomolybate (Mo®") au (Mo’") par les antioxydants présents dans les extraits. Il est préparé
100 ml d’un mélange des trois solutions 0,6M acide sulfurique, 28 mM phosphate sodium et 4M
molybdate ammonium. 200 ul de chaque extrait dilué sont ajoutés 2ml de la solution de
phosphomolybate préparée. Le mélange est placé dans un bain marie a une température de 95°C
pendant 90 mn, aprés refroidissement 1’absorbance est mesuré a 695 nm. L’acide ascorbique
utilisé comme référence pour établir une courbe d’étalonnage. L’activité antioxydant est exprimé
en milligramme (mg) équivalent en acide ascorbique (AE)/g d’échantillon.

2.6.- Activité Antimicrobienne

Pour les essais des activités antimicrobiennes il est utilisé la technique de diffusion en milieu
gélosés de Muller Hinton en boites de Petri.

Pour les essais des activités antimicrobiennes il est utilisé la technique de diffusion en milieu
gélosés de Muller Hinton en boites de Petri. Les extraits éthanoliques sont solubilisés dans le
dimethylsulfoxide (DMSO). Des disques absorbants stériles de 4 mm de diamétre, chargés de 3
ul d’extrait sont déposés a la surface d’un milieu gélosé de Muller Hinton préalablement
ensemencé avec une suspension microbienne pure (10° /ml) en phase exponenticlle de
croissance. Des témoins sans extrait sont réalisés. L’essai est répété trois fois. Les boites sont
incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures. La diffusion de I’extrait dans la gélose
permet de suivre I’inhibition et la croissance des germes qui se traduira par une zone claire
autour de disque dite zone d’inhibition. L’activité biologique se manifeste par 1’apparition d’un
halo d’inhibition de la croissance microbienne autour de disque contenant I’extrait a tester. La
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lecture s’effectue par la mesure du diameétre d’inhibition observé. Le résultat de cette activité est
exprimé par le diamétre de la zone d’inhibition (PONCE et al., 2003).

3.- Résultats et discussion

Sur le tableau I, sont regroupés les résultats de rendements d’extraction, les taux de polyphénols
totaux, des flavonoides, et les activités anti-oxydantes (AAQO) des extraits.

I1 apparait que les rendements d’extraction sont de 6.03% et 7.4% pour A. armatus et P. notata,
respectivement. BOUAZIZ et al.(1999) signalent un rendement de 34.90+2.44% de 1’extrait
méthanolique de la tige et des épines d’A. armatus.

Les résultats obtenus de la quantification des phénols totaux montrent que 1’extrait éthanolique
des graines de P. notata est constitu¢ de 4.81+1.24 mgGAE/g de la matic¢re seche et ce d’A.
armatus est de 2.78+1.04 mgGAE/g de la matiére séche. KOBEASY et al. (2011), remarquent
7.43+0.07 et 13.05+0.10 mgGAE/g dans les graines et les feuilles de P. major, respectivement.
Tandis que, BOUAZIZ et al. (1999) n’ont pas détectés aucune valeur dans les extraits
méthanoliques des tiges et des épines d’A. armatus.

Pour les flavonoides, I’extrait éthanolique des graines de P. notata est constitué¢ de 0.87+0.00 mg
RE/g de la mati¢re seéche, et ce d’A. armatus est constitu¢ de 0.299+0.005 mg RE/g de la
matiére séche en flavonoides. Selon KOBEASY et al. (2011), les graines et les feuilles de P.
major représentent des teneurs en flavonoides, soit 3.03+.03 et 6.41+£0.04 mg Quercetin/g de la
matiere séche respectivement. En revanche, I’extrait méthanolique des feuilles d’A. armatus est
constitué de 0.1+0.01 mg RE/g (BOUAZIZ et al., 1999). Les taux des flavonoides sont inférieur
a celle des composés phénoliques, cela indique que les extraits contiennent d’autres composés
phénoliques posseédent autres structures chimiques que celle des flavonoides (acides phénoliques,
tanins...) (KAROU et al., 2005).

L’AAO de I’extrait éthanolique des graines de P. notata est de 4.18+0.99mgVCE/g et celle des
graines d’A. armatus, est de 2.59+0.36 mgVCE/g. I’étude de GONDA et al. (2010) sur 5
especes du Plantago montrent des activités antioxydantes se situent entre 0.1722 + 0.0573 et
0.4124 + 0.0701 mg VCE/g, semblent inferieures de celle de P. notata. Tandis que, BOUAZIZ et
al. (1999) montrent des activités antioxydantes soit 5.58 + 0.95 et 6.46 = 1.10 mg VCE/g dans
I’extrait méthanolique de la tige et des €pines et des feuilles d’A. armatus, semblent supérieures
de [Dextrait éthanolique des graines d’A. armatus. Par ailleurs on obtient aussi une bonne
corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et les activités antioxydantes (r = 0,92 par
la méthode du phosphomolybdate). Des résultats similaires ont été trouvés par d’autres auteurs
qui ont montré qu’il y une bonne corrélation entre le profil en phénols totaux et 1’activité
antioxydante des extraits de plantes suggérant ainsi que les composés phénoliques sont bien
responsables de I’activité antioxydante de ces extraits (KAROU et al., 2005).

Tableau I- Rendement d’extraction, teneur en phénols totaux, en flavonoides et activités anti
oxydantes (AAO) des extraits éthanoliques des graines de P. notata et d’A. armatus

Rendement Polyphénols Flavonoides Activité anti-oxydante

(%) (mgGAE/g) (mg RE/g) PPM Test(mg VCE/g)
P.notata 7.4 4.81+1.24 0.87+0.00 4.18+0.99
A.armatus  6.03 2.78+1.04 0.299+£0.005  2.59+0.36

Les valeurs des diamétres d’inhibition enregistrés se trouvent consignées dans le tableau II.
L’étude du pouvoir antimicrobien de I’extrait éthanolique des graines de P. notata, montre des
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zones d’inhibition de 7.3+0.2mm chez E.coli et S. aureus, 5.5+0.05mm chez P. aeruginosa,
11+1.0mm chez  S. thyphimurium, et 8.1+0.2mm chez C. albicans. Tandis que, I’activité
antimicrobien de ’extrait éthanolique des graines d’A. armatus révele des zones d’inhibition de
8.3+0.2mm chez E.coli, 7.1+0.2mm chez S. thyphimurium, 8.1+0.2mm chez C. albicans, et
aucune zone d’inhibition n’a été observée contre S. aureus et P. aeruginosa. Les extraits testés se
sont révélés actifs avec un degré différent, lié au contenu des extraits aux substances a activité
antimicrobienne. Au vu des résultats obtenus, il apparait que toutes les souches microbiennes
testées sont inhibées au moins par 1’'un des extraits, ce qui confirme le spectre large de 1’activité
antimicrobienne de ces plantes. L’ extrait éthanolique des graines de P. notata semblent avoir des
effets inhibiteurs plus puissants, en présentant des zones d’inhibition de croissance avec toutes
les souches microbiennes. Tandis que, I’extrait éthanolique des graines d’A. armatus a montré
une activité antimicrobienne un peu moindre, aucune zone d’inhibition n’a été observée autours
des disques imprégnés a la charge de 3ul/disque apres fin d’incubation de culture de P.
aeruginosa et S. aureus. Ces souches posseédent des potentiels de résistance trés élevé contre
I’action antimicrobienne de I’extrait. BOUAZIZ et al.(1999) signalent des activités
antibactériennes plus important contre E. coli, S. aureus, P. aeruginosa , et S. thyphimurium
avec des zones d’inhibitions 10, 11, 14, 10 mm et aucune activité inhibitrice contre C. albicans
autours des disques imprégnés a la charge de 40ul/disque de I’extrait méthanolique de la tige et
des épines d’A. armatus. Tandis que, 1’étude BORCHARDT et al. (2008) sur ’activité
antimicrobienne d’Astragalus canadensis et d’Astragalus mollissimus n’ont pas détecté aucune
zone d’inhibition contre les especes étudiés.

Tableau I1- Diamétres des zones d’inhibition des cultures microbiennes en mm obtenus par des
extraits éthanoliques des graines de P. notata, d’A. armatus

Plantes Souches microbiennes testées
Escherichia Pseudomonas Staphylococcus Salmonella Candida
coli Aeruginosa  aureus thyphimurium albicans
P. notata 7.3£0.2 5.5+0.05 7.3£0.2 11+1.0 8.1+0.2
A. armatus 8.3+0.2 7.1£0.2 13.0+0.5
Céfotaxime 23.5+0.5 19.83+0.76  20.5+£0.5 24.33+0.57 25100

4.- Conclusion

L’étude des propriétés biologiques tels que 1’activité antimicrobienne et 1’activité antioxydante a
concerné les graines de deux plantes spontanées de la région de Ghardaia (Sahara septentrional
Est Algérie). La détermination des rendements d’extraction ont montré une rentabilité¢ élevée
dans les extraits éthanoliques des deux plantes. Le dosage des composés phénoliques dans les
deux extraits a révélé des teneurs considérables en polyphénols avec des quantités appréciables
en flavonoides. L’activit¢ antioxydante des extraits a révélé que 1’extrait le plus riche en
composés phénoliques est 1’extrait le plus actif. Le test de I’activité antimicrobienne des extraits
a montré que toutes les souches microbiennes testées (bactéries et levure) sont inhibées au moins
par I'un des extraits. Les extraits testés se sont révélés actifs avec un degré différent, li¢ au
contenu des extraits aux substances a activité antimicrobienne.
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Résumé- La présente étude rapporte sur la connaissance d’Urginea noctiflora, une plante spontanée a caractere
médicinal récoltée dans la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est algérien). Les bulbes de cette plante
donnent des teneurs en cendres de 26.74+1.31% de la matiere seche, avec un taux de calcium de 33.09%8.31
ppm, de sodium de 80£6.37, de potassium de 55.18+9.48 ppm et de magnésium de 18.91+3.51 ppm. Pour les
protéines, il est noté 6.44+0.79% par rapport a la matiére séche, alors que les oses totaux sont de 18.78+0.14%.
Les lipides semblent le plus faible avec une moyenne de 0.99£0.13% de la matiére seche. Les fibres semblent les
composés majoritaires (25.80%0.82%). Les teneurs en flavonoides, sont compris entre 0,158+0.06 mg pour
Uextrait d’hexane et 1,03+0.167mg pour 'extrait éthanolique. Les polysaccharides hydrosolubles sont de 5.33%.
Le pouvoir antioxydant des extraits analysés varie entre 0.11+0.05 et 4. 5620.13 mg équivalent vitamine C par
gramme de matiere séche pour les extraits d’hexane et éthanolique respectivement. Le test de ['activité
antimicrobienne des différents extraits a montré que d’Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium, et Candida albicans, sont inhibées au moins par 'un des
extraits. Les extraits apolaires présentent plus d’activité avec des zones d'inhibition pouvant atteindre 1.36+0.05
cm pour l'extrait d’hexane contre S. thyphimurium. Les extraits polaires sont plus actifs contre candida
albicans, avec des zones d’inhibition allant de 1.13+0.05 a 1.25+0.13 cm.

Mots clés: Urginea noctiflora, extraits, activités, médicinales, Sahara.

Physico-chemical and biochemical characterization of Urginea noctiflora bulbes (Liliaceae)
harvested from Ghardaia (Septentrional Sahara Algerian): antioxidant and antimicrobial activities

Abstract- Urginea noctiflora a spontaneous plant used as a traditional medicine in Ghardaia (Septentrional
Sahara Algerian).The bulbs were characterized and revealed the average values: 26.74 + 1.31% total ashes, with
a rate of 33.09+8.31ppm of Calcium, 80+6.37ppm of Sodium, 55.18+9.48ppm of Potassium and 18.91+3.51ppm
of Magnesium. For proteins, it is noted 6.44+0.79%, while the total carbohydrates are 18.78+0.14%. Lipids seem
lower with an average of 0.99£0.13% of dry matter. Fibers appear to be major compounds (25.80+0.82% ). The
amounts of total phenolics varied widely in the extracts and ranged from 0.48£0.28 to 9.81%1.84mg GAE/g dry
material in hexane and ethanol extracts respectively. The amounts of flavonoids were ranged from 0.158+0.06mg
to 1.03+0.167mg. Water-soluble polysaccharides are 5.33%. Total antioxidant capacity of the plant extracts
ranged from 0.11£0.05 to 4.5620.13mg vitamin C equivalent per gram of dry matter for the hexane extracts and
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ethanol respectively. All extracts were active against some or the entire tested microorganisms Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella thyphimurium, and Candida albicans. In agar
medium, the non polar extracts are more effective than the polar extracts, on most of the micro-organisms tested,
which that of hexane had the highest activities as 1.3620.05cm Inhibition Zones against S. thyphimurium. Polar
extracts had the higher activities against Candida albicans, the Inhibition Zones are between 1.13+0.05 and
1.25%0.13cm.

Keywords: Urginea noctiflora, extracts, activities, medicinal, Sahara.

1.- Introduction

La pratique le long des siecles de la médecine traditionnelle et I’expérience transmise de
génération en génération semblent étre preuve de I’innocuité et de D’efficacité de cette
médecine (OMS, 2003). Cependant, 1’évaluation des propriétés phytothérapeutiques demeure
une tache trés intéressante et utile, en particulier pour les plantes d’une utilisation rare ou
moins fréquentes ou non connues dans la médecine et les traditions médicinales. Ces plantes
représentent une nouvelle source de composés actifs. La recherche de nouvelles molécules,
plus actives, bon marché, sans effets secondaires trop marqués, est aujourd’hui une urgence
pour ’homme. On a longtemps employé des remedes traditionnels a base de plantes sans
savoir a quoi ¢étaient dues leurs actions bénéfiques, il reste difficile de définir les molécules
responsables de 1’action bien que certains effets pharmacologiques prouvés sur I’animal aient
¢été attribués a des composés tels que les alcaloides et dérivés, des terpenes, stéroides, des
composés polyphyénoliques, et des polysaccharides. Seule une poignée de ces richesses a été
explorée. Le Sahara Septentrional Est algérien possede de nombreuses especes susceptibles de
fournir des principes actifs, utilisées dans différents domaines pour leurs propriétés
thérapeutiques et organoleptiques, notamment odorantes (parfumerie, cosmétique),
pharmaceutiques (aromathérapie), gustatives (additifs alimentaires) ou encore comme sources
d’isolats pour les hémisynthéses. Ces plantes spontanées sont a I’origine de produits a trés
forte valeur ajoutée qui peuvent contribuer au développement économique de la région. Le
présent travail est une contribution a la connaissance d’une plante spontanée a caractere
médicinal issue de la région de Ghardaia (Sahara septentrional Est algérien), Urginea
noctiflora. L étude porte sur la composition physico-chimique et biochimique des bulbes de
cette plante spontanée, ainsi sur leurs activités antioxydante et antimicrobienne.

2.- Matériel et méthodes

2.1.- Matériel végétal

Urginea noctiflora, plante annuelle a bulbe volumineux profondément enfoncé dans le sol, les
feuilles étroites, un peu charnues, enroulées en tire-bouchon, hampes de 20 a 40 cm, portant 4
al0 fleures gris-rosé, penchées s’ouvrant la nuit en recourbant leurs pétales vers l’arricre
comme chez les cyclamens (OZENDA, 1991). Le bulbe d’U. noctiflora est utilisé
traditionnellement pour le traitement des plaies et maux d’oreille dans le Sahara septentrional
Est Algérien, en compresse et en poudre, (OULD EL HADIJ et al., 2003). La plante est
récoltée a d’Oued Lachebour située dans la région de Ghardaia (Sahara Septentrional Est
algérien) entre les mois d’Avril et Mai. Des bulbes d’U. noctiflora sains sont retenus et
débarrassés de leurs pellicules seches, des racines et du collet. Aprés séchage, les fragments
de bulbes sont conservés dans des bouteilles en verre dans un milieu sec a I'abri de la lumicére,
qui a servi pour 1’étude de la composition totale et pour la préparation des extraits.
(DOASSEM, 2002).
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2.2.- Souches microbiennes

Les souches utilisées proviennent de différents prélévements cliniques du laboratoire
d’analyses médicales IBN ROCHD Ghardaia. Il s'agit d’especes a Gram négatif (-) dont
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa , Salmonella thyphimurium, d’espéce a Gram
positif (+) réprésentées par Staphylococcus aureus. De méme, Candida albicans, une levure
est testée.

2.3.- Etude de la composition chimique et biochimique

Les principaux constituants chimiques de bulbes d’Urginea noctiflora sont caractérisés par
des réactions de coloration. Il s’agit du taux des protéines, des oses constitutifs, des lipides, et
des fibres. Par contre pour déterminer la teneur en cendres, on fait appelle a des techniques
physico-chimiques. Les cendres totales sont déterminées par incinération du matériel végétal
dans un four a moufle électrique de type Heraeus 6072 (incinération a 525+25 °C), jusqu’a
obtention d’une cendre blanchatre de poids constants (AUDIGIE et al., 1984). Les ¢léments
minéraux sont dosés par spectroscopie a flamme. La teneur en protéines est déterminée par la
méthode de BRADFORD. La concentration en protéines est obtenue par référence avec une
gamme ¢étalon de sérum albumine bovine, aprés coloration au bleu de Coomassie (AUTRAN,
1991). Le dosage des oses totaux est effectué selon la méthode de DUBOIS et al. (1956), en
présence de 1’acide sulfurique concentré. Les oses sont déshydratés en composés de la famille
des dérivés furfurique. Ces produits se condensent avec le phénol pour donner des complexes
jaune-orangé. La teneur en oses totaux est déterminée par spectrométrie (UV-1800 Shimadzu)
a une longueur d’onde de 490 nm par référence a une gamme étalon de glucose. Les corps
gras du matériel végétal sont extraits par 1’éther de pétrole au moyen de soxhlet (Velp
Scientifica-SER 148 Manual). La teneur en lipides s'exprime par le pourcentage en masse. La
teneur en cellulose brute est dosée par 1’appareil Raw Fiber Extractor (VELP Scientifica) et
s’exprime en pourcentage en masse, rapporté au produit sec.

2.4.- Etude des composés phénoliques

2.4.1.- Extractions par macération

A 20g de poudre est ajouté¢ 200 ml d’Hexane et placés sous agitation pendant 24 heures.
Apres filtration sur papier Wathman, le marc est ensuite utilisé pour deux autres macérations
dans les mémes conditions. Le marc est mis en agitation avec 200 ml de Chloroforme pendant
24 heures et apres filtration sur papier Wathman, le marc est utilis¢ pour deux autres
macérations dans les mémes conditions. Puis 200 ml d’acétate d'éthyle est ajouté au marc est
laissé pendant trois jours. Apres filtration sur papier Wathman, le résidu est repris par 200 ml
d’éthanol & 80% et laissé sous agitation pendant 24 heures. A la fin de I’extraction avec les
solvants organiques, le marc a été¢ séché pendant 24 heures. Les solutions sont filtrées sous
vide a l’aide de filtres en microfibres de verre Wathman. Les extraits d’hexane, de
chloroforme, d’acétate d'éthyle, et d’éthanol sont concentrés sous vide a 40 °C au Rotor
vapor.

2.4.2.- Dosage des phénols totaux

Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999).
50 ul de chaque extrait dissous dans le méthanol sont ajoutés a 100ul du réactif de Folin
Ciocalteu dilué 10 fois, aprés 10 mn, 500 pl d’une solution de carbonate du sodium a 20%
(m/v) sont ajoutés. L’absorbance est mesurée a 765 nm aprés 2 heures d’incubation. Les
concentrations des polyphénols sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec
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I’acide gallique (0-200 pg/ml) et sont exprimées en microgramme d’équivalent d’acide
gallique par milligramme d’extrait sec (ug EAG/mg).

2.4.3.- Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est effectué par une méthode adaptée par LAMAISON et
CARNET (1990); HUANG et al., (2004), en utilisant le trichlorure d'aluminium (AICl3)
comme réactif. 1ml de chaque extrait et du standard, préparés dans le méthanol avec dilutions
convenables a été ajoutés a un volume égal d’une solution de 2% d’AlCls. Le mélange est
agité, et l'absorbance a 367 nm, est lue aprés 10 minutes d'incubation. Les concentrations des
flavonoides sont déduites a partir des gammes d’étalonnage établies avec la rutine
(0-35ug/ml), et sont exprimées en milligramme d’équivalent de la rutine par gramme d’extrait

sec (mg EQ/g).

2.5.- Etude des polysaccharides

2.5.1.- Extractions des polysaccharides hydrosolubles

Le marc séché est porté a 80°C avec 3x100 ml d’eau distillée, pendant trois heures a chaque
fois (GUO et al., 2007). La solution obtenue est filtrée a travers un filtre de porosité 100 um.
Le filtrat est concentré a 60°C jusqu'a I’obtention du 13 du volume initial, dans un Rotor
vapor (EBRINGEROVA et al., 2003). Les polysaccharides du concentrat sont précipitées a
l'aide de 3 volumes d’éthanol a 75% pendant 24 heures a une température de 4°C. Apres
centrifugation a 3560g pendant 10 mn, le culot est récupéré puis lavé 3 fois par éthanol a 75%
(EBRINGEROVA et al.,, 2003; SEPULVEDA et al., 2006), avant d'étre lyophilisé
(BIRINGANINE et al.,, 2004). Le Ilyophilisat obtenu, représente l'extrait brut de
polysaccharides hydrosolubles.

2.5.1.1.- Etude de la composition des extraits de polysaccharides hydrosolubles

La teneur en protéines est déterminée par la méthode de BRADFORD (AUTRAN, 1991). La
concentration en protéines est obtenue par référence avec une gamme étalon de sérum
albumine bovine, apres coloration au bleu de Coomassie. Le dosage des oses constitutifs des
polysaccharides repose sur la réaction des dérivés furfuriques obtenus par action a chaud,
d’un acide concentré comme I’acide sulfurique (H,SOy4), pour divers composés aromatiques,
telle que le résorcinol (1,3- dihydroxybenzene) pour le dosage des oses neutres (MONSIGNY
et al, 1988), et le méta-hydroxydiphényle pour le dosage des acides uroniques
(BLUMENKRANTZ et al., 1973). La concentration en oses neutres est obtenue par référence
a une gamme étalon d'arabinose et celle des oses acides avec une gamme étalon d'Acide
Glucuronique (MONSIGNY et al., 1988).

2.5.1.2.- Chromatographie sur couche mince des oses constitutifs des polysaccharides
hydrosolubles

Afin de déterminer la composition osidique d'un polysaccharide, on procéde a son hydrolyse
(BIRINGANINE et al., 2004). 25 mg de I’extrait brut de polysaccharides hydrosolubles
lyophilisé est hydrolysé par 2 ml d'Acide Trifluoroacétique 4 M, a 80°C pendant 5 heures,
dans des tubes fermés (BIRINGANINE et al., 2004). Apres refroidissement, I'hydrolysat est
centrifugé a 2000 g pendant 5 mn. Le surnageant est récupéré. L'acide est évaporé a l'aide
d'un dessiccateur sous vide. Une fois I'hydrolyse effectuée, les monosaccharides libérés, sont
analysés par chromatographie sur couche mince (CCM).

- Préparation des solutions étalons

A 25 mg de chaque ose étalon (galactose, arabinose, glucose, xylose, mannose, rhamnose,
acide galacturonique, et acide glucuronique), est ajouté 2,5 ml d'eau distillée.
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- Types des plaques

Ce sont des plaques prétes a l'emploi, de gel de silice (Silica gel 60 F254) de 0.25 mm
d'épaisseur sur feuille de verre.

- Préparation de la phase mobile

Elle est constituée de butanol-acide acétique-eau dans les proportions de 2-1-1 (RUIZ, 2005).
- Réalisation de CCM et révélation

Pour I’étude qualitative de la composition en oses des polysaccharides, les hydrolysats sont
déposés en paralléle, sur la méme plaque, que la série d’étalons composés d’arabinose, de
galactose, de glucose, de mannose, de xylose, de fructose et d'acide glucuronique. Le
développement du chromatogramme est effectué¢ de fagon ascendante jusqu'au front. Apres
séchage, la révélation du chromatogramme est faite en pulvérisant sur la plaque le réactif
aniline acide Diphenylaminophosphorique, et en séchant a I'é¢tuve a 100°C pendant 10 mn
(PAULSEN et al., 2002).

2.5.2.- Extractions des polysaccharides alcali solubles

Le marc obtenu apres extractions des polysaccharides hydrosolubles est séché pendant 24
heures. 250 ml de solution de 0.5 M NaOH, est ajouté puis agité¢ pendant 2 heures. Apres 30
mn de repos, le surnageant est récupéré et neutralisé par la solution de 2 M HCI, puis
centrifugé a 6000xg pendant 30 mn, pour séparer le gel et la solution. La solution obtenue
représente 1’extrait des polysaccharides alcali solubles a 0.5M. Une deuxiéme extraction est
effectuée suivant les mémes étapes mais a 2 M NaOH pour obtenir I’extrait des
polysaccharides alcali solubles a 2M. Les extraits obtenus sont séchés pour calculer le
rendement d’extraction (Guo et al., 2007).

2.6.- Tests des activités biologiques

2.6.1.- Activité Antioxydante totale

L’activité antioxydante totale des extraits de bulbe (hexane, chloroforme, acétate d'éthyle, et
éthanol) est évaluée par la méthode de PRIETO et al. (1999). Le pouvoir antioxydant est
mesuré¢ par spectrophotomeétre en utilisant la méthode de phosphomolybate, basée sur la
réduction de phosphomolybate (Mo®") au (Mo’") par les antioxydants présents dans les
extraits. On prépare 100 ml d’un mélange des trois solutions 0,6M d’acide sulfurique, 28 mM
phosphate sodium et 4M molybdate ammonium. 200 pl de chaque extrait dilué, sont ajoutés a
2ml de la solution précédente. Le mélange est placé dans un bain marie a une température de
95°C pendant 90 mn, apres refroidissement 1’absorbance est mesuré¢ a 695 nm. L’acide
ascorbique utilis€ comme référence pour éEtablir une courbe d’étalonnage. L’activité
antioxydant est exprimé en mg équivalent en acide ascorbique (AE)/g d’échantillon.

2.6.2.- Activité Antimicrobienne

Pour les essais des activités antimicrobiennes il est utilisé la technique de diffusion en milieu
gélosés de Muller Hinton en boites de Petri. Les milieux sont ensemencés par quelques
millilitres de 1’inoculum (10° UFC/ml) de facon a recouvrir toute la surface gélosée. Les
boites de pétri sont ensuite mises a sécher 15 mn a 37°C. Des disques absorbants stériles de 4
mm de diamétre, imprégnés de 3 ul d’extrait et des disques d’antibiotiques type céfotaxime,
Sulfaméthoxazole, oxacilline, Gentamicine, et natamycine sont utilisés comme des témoins,
sont déposés sur une gélose inoculée avec les souches. Les boites sont incubées dans une
étuve a 37°C pendant 24 heures. La diffusion de I’extrait dans la gélose permet de suivre
I’inhibition et la croissance des germes qui se traduit par une zone claire autour de disque dite
zone d’inhibition. L’activité biologique se manifeste par 1’apparition d’un halo d’inhibition de
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la croissance microbienne autour du puits contenant 1’extrait a tester. La lecture s’effectue par
la mesure du diamétre d’inhibition observé (Ponce et al., 2003).

3.- Résultats et discussions

Les résultats d’analyses physico-chimiques de bulbes d’Urginea noctiflora sont
présentés sur le tableau 1. La teneur en cendres est de 6.74+1.31% de la mati¢re seche, semble
a celle d’U.indica (56.75%) (PANDURANGA MURTHY et al. 2011). Le taux de Calcium
exprimé en ppm par rapport a la matiere séche est de 33.09+8.31. Pour le Sodium, le taux est
de 80+6.37. Tandis que, Le taux de Potassium est de 55.184+9.48. Le taux de magnésium est
de 18.91£3.51 ppm. Pour les protéines, le taux est de 6.44+0.79% par rapport a la maticre
séche, a vu des bulbes d’U. maritima qui donne un pourcentage de 5.60+0.39% (METIN et
BURUN, 2010), semble appréciable. Les teneurs des oses totaux sont de 18.78+0.14%,
semblent inferieures a celles des bulbe d’U. sanguinea (FOUKARIDIS et al., 1995). Le taux
des lipides est de 0.99+0.13% de la maticre séche. Les fibres restent les composés
majoritaires. Ils représentent 25.80+0.82% de la mati¢re seche, demeurent faible par rapport
de ceux d’U. pancration (68,40%) (MARX et al., 2006).

Tableau 1- Composition chimique et biochimique de bulbes d’U. noctiflora

Composition de bulbes d’U. noctiflora

Cendres (%) 6.74+1.31
Ca (ppm) 33.09+8.31
Na (ppm) 80 £6.37
K (ppm) 55.18+9.48
Mg (ppm) 18.91+3.51

Protéines (%) 6.44+0.79
Oses totaux (%) 18.78+0.14
Lipides(%) 0.99+0.13
Fibres(%) 25.80+0.82

Le tableau 2 laisse apparaitre les résultats de rendements d’extraction, les taux de polyphénols
totaux, des flavonoides, et les activités anti-oxydantes (AAQO) des extraits. Les résultats
d’extractions montrent que parmi les quatre extraits, I’extrait éthanolique représente le
rendement le plus élevée 6.53%. L’extrait d’hexane est faible, suivi par [’extrait
chloroformique et d’acétate d'éthyle qui ont un rendement moyen de 2%. Les phénols totaux
montrent que les extraits polaires (d’acétate d'éthyle et éthanolique), sont les plus riches avec
4.66x£0.16 mgGAE/g et 9.8+1.84 mg GAE/g, respectivement. Les taux de flavonoides sont
inférieurs a celles des composés phénoliques dans tous les extraits. Les extraits polaires
représentent les teneurs les plus élevés en flavonoides, soit 0.52+0.02 mg RE/g et1.03+0.167
mg RE/g respectivement. Les valeurs des AAO des extraits varient entre 0.11+0.05 mg
VCE/g et 4. 56+0.13 mgVCE/g pour I’extrait d’acétate d'éthyle et I’extrait éthanolique
respectivement.

79



PhytoChem & BioSub Journal Vol. 7(2) 2013
ISSN 2170-1768

Tableau 2- Rendement d’extraction et teneurs en phénols totaux, en flavonoides
et activités antioxydantes (AAQO) des extraits

Rendement Polyphénols Flavonoides AAO
(%) (mg GAE/qg) (mg RE/g) (mg VCE/g)
Hexane 0.81 0.48+0.28 0,158+0.06 0.11£0.05
Chloroforme 2.18 1.19+0.50 0,31+0.1 1.32+0.01
Acétate d'éthyle 2.6 4.66%0.16 0, 52+0.02 3.76+0.02
Ethanol 6.53 9.81+1.84 1,03+0.167 4.56+0.13

Le tableau 3 présente les rendements, la composition des extraits bruts de polysaccharides
hydrosolubles et alcalisolubles, et les types des oses constitutifs des polysaccharides
hydrosolubles. Il apparait que le rendement massique d’extrait brut de polysaccharides
hydrosolubles est de 5.33%. Pour les Polysaccharides alcalisolubles, qui représentent la
cellulose et les hémicelluloses on trouve 7.34% par rapport a 1’extrait de 0.5 M KOH. Les
dosages colorimétriques des oses neutres et des acides uroniques renseignent sur la part des
acides uroniques et les type des polymeres. Les résultats obtenus révelent la présence des
polysaccharides hydrosolubles acides. L'analyse de la composition monosaccharidique révele
I'hétérogénéité des polymeres ce qui se traduit par la grande diversité des monosaccharides
dont le glucose, le fructose, I’arabinose, le mannose, et 1’acide glucuronique.

Tableau 3- Composition de 1’extrait brut de polysaccharides de bulbes d’U. noctiflora

Polysaccharides hydrosolubles:

Rendement (%) 5.33

Oses neutres (%) 57.53+2.29
Acides uroniques (%) 11.89+£3.11
Protéines (%) 18.30+3.99
Type des oses : Fructose, Glucose, Mannose,

Arabinose, Acide glucuronique.

Polysaccharides alcalisolubles:
Rendement d’extraction a 0.5 M KOH (%) 7.34

Rendement d’extraction a2 M KOH (%) 7.05
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Ara Gal Glc Man Xyl Fru GlcA. U

Fig. 1- Chromatogramme d’ hydrolysat des polysaccharides hydrosolubles (U: U. noctiflora)

Les valeurs des diametres d’inhibition enregistrés se trouvent consignées dans le tableau 4.
Les résultats ont montré que les diamétres d’inhibition ont varié selon le type de I’extrait et de
la souche testée. Tous les extraits se sont révélés actifs avec un degré différent, 1ié¢ au contenu
des extraits aux substances a activité antimicrobienne. Les extraits apolaires semblent avoir
des effets notables. Tandis que, les extraits polaires ont montré une activité antimicrobienne
un peu moindre, I’extrait d’Acétate d'éthyle a montré des zones d’inhibition avec toutes les
souches microbiennes, alors [I’extrait ¢éthanolique a une activité contre Salmonella
thyphimurium. Une activité remarquable contre Candida albicans dont les diamétres des
zones d’inhibition varient de 0.76 cm a 1.2 cm sont enregistrés.

Tableau 4- Zones d’inhibition (cm) des souches microbiennes par différents extraits

Souches microbiennes testées

Extraits Escherichia Pseudomonas ~ Staphylococcus  Salmonella Candida

coli aeruginosa aureus thyphimurium albicans

Hexane 0.86+0.05 0.76+0.05 - 1.36+0.05 0.76+0.02

Chloroforme 0.91+0.02 0.56+0.05 - 1.1£0.1 0.86+0.02

Acétate d'éthyle 0.6£00 0.55+0.05 0.73+0.02 1.1+0.1 1.25+0.13

Ethanol 0.8+00 1.13+0.05
Conclusion

La détermination des rendements d’extraction, donnent un rendement élevé pour
I’extrait éthanolique. Le dosage des composés phénoliques dans les quatre extraits a révélé
des teneurs appréciables en polyphénols avec des quantités appréciables en flavonoides. Pour
les polysaccharides, les rendements d’extraction, laisse apparaitre une richesse en
polysaccharides hydrosolubles. Ils sont composés de polysaccharides acide et hétérogéne avec
une composition variable en monosaccharide. L’activité antioxydante des différents extraits
réveéle que les extraits polaires s’averent les plus riches en composés phénoliques et les
extraits les plus actifs, alors les extraits apolaires sont moins actifs. Le test de ’activité
antimicrobienne des différents extraits a montré que toutes les souches microbiennes testées
(bactéries et levure) sont inhibées au moins par 1’un des extraits, dont les extraits apolaires qui
ont plus d’activité avec des zones d’inhibition peuvent atteindre 1.36 cm.
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